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RESUMO

A espécie Cecropia glaziovii, popularmente conhecida no Brasil como
embalba, é amplamente utilizada na medicina popular como agente
diurético e cardiotonico. Em relagdo as propriedades farmacoldgicas séo
descritas as atividades anti-hipertensiva, antioxidante e anti-herpética.
Flavonoides, procianidinas, acidos fendlicos e catequinas sdo relatados
como metabdlitos presentes no extrato aquoso de suas folhas.
Especificamente em relagdo aos flavonoides C-glicosideos, sdo descritas
as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e no sistema nervoso
central. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade do
extrato bruto (EB) e de uma fracdo enriquecida em flavonoides C-
glicosideos (FrMeOH). As amostras (EB e FrMeOH) foram submetidas
a testes de estresse sob condigBes de temperatura (80 °C), luz UV (254
nm), hidrélise acida (HCI 0,1N) alcalina (NaOH 0,1N) e neutra, e
oxidacdo (H,0, 3%, 10% e 30%) durante periodos diversos; a estudos de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C e 75% * 5% UR), durante seis
meses, e também foram avaliadas sob condicdes de refrigeracédo (4 °C).
Foram selecionados trés marcadores (acido clorogénico, isoorientina e
isovitexina) para monitorar o perfil quantitativo das amostras durante 0s
experimentos por CLAE/DAD. O método por CLAE utilizado mostrou-
se indicativo da estabilidade. N&o foram verificadas alteracoes
relevantes nos teores dos marcadores no experimento sob refrigeragédo
durante 30 dias, e oxidacdo (H,0, 3% e 10%) durante cinco horas, no
EB e FrMeOH. Com excecdo dos experimentos anteriores, para oS
demais testes de estresse e para o estudo de estabilidade acelerada foram
observadas alteracOes relevantes no teor de pelo menos um entre os trés
marcadores para as duas amostras. Durante os testes de estresse foi
verificada a formag&o de trés produtos de degradagdo no EB, e apenas
um produto na FrMeOH. Os experimentos de estabilidade realizados
demonstraram que o flavonoide O-glicosideo (isoquercitrina), e o acido
fendlico (4cido clorogénico) apresentaram maior sensibilidade as
condi¢cbes impostas em relagdo aos flavonoides C-glicosideos
(isoorientina, isovitexina).

Palavras-chave: Cecropia glaziovii; compostos fendlicos, flavonoides
C-glicosideos; testes de estresse; estudo de estabilidade acelerada.






ABSTRACT

Evaluation of the stability of extracts, fractions and C-glycosyl
flavonoids present in Cecropia glaziovii

Cecropia glaziovii is popularly known in Brazil as “embalba” and is
widely used in folk medicine as a diuretic and cardiotonic agent.
Antihypertensive, antioxidant and anti-herpetic activities are described
as pharmacological properties. Flavonoids, procyanidins, phenolic acids
and catechins are reported as the major compounds present in aqueous
extract of C. glaziovii leaves. Specifically related to C-glycosyl
flavonoids, antioxidant, anti-inflammatory and central nervous system
activities are described. The aim of this study was to evaluate the
stability of the crude aqueous extract (EB) as well as an enriched C-
glycosyl flavonoids fraction (FrMeOH). The samples (EB and FrMeOH)
were evaluated under stress conditions as temperature (80 °C), UV light
(254 nm), acid (HCI 0.1 N), alkaline (NaOH 0.1 N) and neutral
hydrolysis, and oxidation (H,O, 3%, 10% and 30%) during different
times; to accelerated stability studies (40 °C = 2 °C and 75% + 5% RH)
during six months, and also to refrigerated conditions (4 °C). The
guantitative profile were performed by HPLC/DAD, three chemical-
markers (chlorogenic acid, isoorientin and isovitexin) were selected. The
HPLC method proved to be stability indicative. Any relevant changes
were observed for the chemical profile of EB and FrMeOH samples in
temperature (4 °C) and oxidation (H,0, 3% and 10%) experiments. With
the exception about previous experiments related, relevant changes were
observed in the content of at least one of the three markers for the two
samples on stress tests and accelerated stability study. Moreover, three
degradation products were detected for EB sample, while FrMeOH
showed only one new product during stress tests. The flavonoid O-
glycosides (isoquercitrin) and the phenolic acid (clorogenic acid)
showed higher sensibility in relation to C-glycosyl flavonoids
(isoorientin, isovitexin) on the stability studies performed.

Key-words: Cecropia glaziovii; phenolic compounds, C-glycosyl
flavonoids; stress tests; accelerated storage conditions.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de extratos vegetais para prevencdo e tratamento de
diversas enfermidades € evidenciada desde os primérdios da
humanidade. Um estudo entre o periodo de 1981 e 2006 indicou que
cerca de 50% de todos os novos medicamentos langados no mercado
sdo, de alguma forma, derivados de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2006; NEWMAN, 2008). Geralmente acredita-se que 0 risco
associado a produtos a base de plantas seja menor, premissa esta
vinculada ao uso tradicional das plantas medicinais. Porém, relatos de
reagOes sérias e efeitos adversos significativos indicam a necessidade do
conhecimento com maior rigor cientifico em matérias-primas vegetais.
Dessa forma, ensaios para a avaliacdo da estabilidade, padronizagdo e
controle de qualidade de fitoterapicos sdo necessarios, embora sejam
bastante laboriosos (SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010).

Com base na complexidade de um produto fitoterapico, o
controle de qualidade convencional e técnicas farmacobotanicas sdo
insuficientes para assegurar a seguranga e a eficcia. Partindo do
conceito de que um medicamento fitoterapico é baseado em um extrato
vegetal, sdo necessarias técnicas multifatoriais, sendo a avaliacdo das
condigdes de armazenamento um dos pontos importantes a ser
considerado. A garantia da qualidade dos marcadores quimicos da
espécie vegetal é um pré-requisito, por exemplo, para viabilizar a
elaboragdo de uma forma farmacéutica e a realizagao de ensaios clinicos
(BILIA etal., 2001; SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010).

O género Cecropia pertence a familia Urticaceae e é composto
por aproximadamente 75 espécies tropicais. Dentre elas, a espécie
Cecropia glaziovii conhecida popularmente como embatba, imbaiba ou
umbalba é amplamente utilizada na medicina tradicional do Brasil,
destacando-se como agente diurético e cardiotdnico, no combate a
pressdo alta, assim como para o tratamento de problemas respiratorios
como tosse, asma e bronquite (P10 CORREA, 1978; MORS: RIZZINI;
DI STASI et al.,, 2002; LORENZI; MATOS, 2008). Em relacdo as
propriedades farmacoldgicas sdo encontrados apenas estudos pré-
clinicos para diversas atividades, como anti-hipertensiva, capacidade de
inibicko da ECA, ansiolitica, antioxidante, antidepressiva,
broncodilatadora, anti-herpética, antiulcerosa e antisecretora de &cido
gastrico (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011).

C. glaziovii apresenta como principais constituintes quimicos
flavondides,  procianidinas, 4cidos  fenolicos e  catequinas.
Especificamente em relacdo aos flavonoides, foram identificados
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compostos tipo C-glicosideos como isoorientina, orientina e isovitexina,
e 0 composto O-glicosideo isoquercitrina (LACAILLE-DUBOIS;
FRANCK; WAGNER, 2001; TANAE et al., 2007; COSTA et al., 2011).

Os flavonoides, em geral, destacam-se como metabolitos
secundarios de interesse farmacéutico. Podem ser encontrados
amplamente distribuidos no reino vegetal e possuem grande diversidade
estrutural. Estes compostos representam uma importante classe de
compostos fendlicos podendo ocorrer na forma de aglicona ou sob a
forma de glicosideo. Em relacdo aos flavonoides glicosilados,
especialmente aos C-glicosilados sdo relatadas atividades antioxidante
(LIN et al.,, 2000; ORREGO; LEIVA; CHEEL, 2009; WANG et al.,
2012), antimicrobiana (MICHAEL; GUERGUES; SANDAK, 1998),
antiinflamatéria (AQUILA et al., 2009; ZUCOLOTTO et al., 2009),
neurofarmacolégica (SENA et al., 2009), anti-hiperglicémica
(CAZAROLLI et al., 2009; FOLADOR et al., 2010) e antiulcerosa
(MONTANHA et al., 2009).

Especificamente para C. glaziovii é verificada uma correlacdo
direta entre seus teores de flavonodides glicosilados e atividade
farmacolodgica. Para o extrato aquoso foram detectadas atividades anti-
hipertensiva (CYSNEIROS et al., 1997), tipo ansiolitica (ROCHA;
LAPA; DE LIMA, 2002) e anti-herpética (SILVA et al., 2010), sendo
que esses trabalhos apontam os flavonoides C-glicosideos presentes no
extrato como possiveis responsaveis pela atividade. O flavonoide
isovitexina, por exemplo, foi indicado como responsével pela acdo B-
adrenérgica na atividade anti-hipertensiva detectada em estudos in vivo
(CYSNEIROS et al., 1997). A fracdo butandlica, obtida a partir do
extrato aquoso das folhas de C. glaziovii, mostrou atividade tipo
ansiolitica cerca de 5 a 10 vezes mais potente que o extrato aquoso além
de altos teores dos flavonoides isoorientina e orientina, quando
comparado com o extrato aquoso (ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002).
Uma fracdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos (MeOHawmg)
obtida a partir do extrato aquosos de C. glaziovii apresentou promissora
atividade anti-herpética frente ao HSV-1 e HSV-2 (SILVA et al., 2010).

Considerando a co-relacdo atividade bioldgica x constituicao
quimica em extratos vegetais, a avaliacdo da estabilidade dos
componentes é essencial para garantir a seguranca e a eficacia de uma
forma farmacéutica fitoterapica. Apesar de sua escassez, alguns estudos
presentes na literatura descrevem a degradacao por estresse de produtos
fitoterapicos, incluindo extratos, formas farmacéuticas e substancias
isoladas, como ensaios a serem utilizados para a avaliagdo da
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estabilidade de produtos naturais (BILIA et al., 2000; AGRAWAL et al.,
2004).

Na presente dissertacao serdo apresentados resultados iniciais de
estudos de estabilidade realizados com o extrato aquoso de C. glaziovii e
sua fracdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos, com base em
resolucdes e guias descritos na literatura para farmacos e medicamentos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cecropia glaziovii SNETH.

2.1.1 Aspectos boténicos

O género Cecropia (Urticaceae) € composto por
aproximadamente 75 espécies tropicais, sendo comumente encontrado
em regies de baixas altitudes, em torno de florestas densas, lagos e
areas recentemente devastadas. Este género é comum as regides que
compreendem a América Central - mais especificamente sul do México,
sul da Flérida, ilhas do Caribe - e América do Sul (PIO CORREA 1978;
BERG; ROSSELI, 2005; TANAE et al., 2007).

No Brasil as espécies desse género podem ser encontradas na
regido norte, abrangendo a Floresta Amazodnica, e também nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul. As principais espécies dispersas em nosso
pais sdo C. glaziovii, C. hololeuca, C. leucocoma, C. lyratiloba, C.
obtusa, C. pachystachya e C. scabra (BERG; ROSSELI, 2005; TANAE
et al., 2007).

Popularmente conhecidas como embadba, imbautba ou umbatba
no Brasil, algumas espécies de Cecropia sdo utilizadas na medicina
popular como agentes diuréticos e cardiotonicos (C. glaziovii, C.
hololeuca, C. pachystachya), para tratamento de problemas respiratorios
como tosse, asma e bronquite (C. glaziovii, C. hololeuca, C.
pachystachya e C. peltata), combate a pressdo alta (C. adenopus, C.
glaziovii, C. hololeuca, C. obtusifolia, C. pachystachya e Cecropia
peltata), diabetes (C. adenopus, C. obtusifolia, C. pachystachya e C.
peltata) e tratamento de inflamacdes (C. obtusifolia) (PIO CORREA,
1978; MORS; RIZZINI; DI STASI et al., 2002; LORENZI; MATOS,
2008). De modo geral, entre as varias espécies deste género, apenas
algumas foram estudadas quimicamente e/ou farmacologicamente,
compreendendo cerca de trinta trabalhos, dos quais aproximadamente
dez sdo relacionados & C. glaziovii (COSTA; SCHENKEL;
REGINATTO, 2011).

Especificamente em relacdo a C. glaziovii, objeto de estudo do
presente trabalho, suas arvores (Figura 1) apresentam aproximadamente
20 metros de altura, copa ampla e bastante ramificada, e galhos com 2 a
5 centimetros de espessura de coloracdo verde acinzentada. As folhas
(Figura 2) séo geralmente largas (até 100 x 100 cm de &rea) anteriores a
ramificacdo, longamente pecioladas, palmadas e rugosas. Possui tronco
reto, oco e esbranquicado, habitado por formigas agressivas do género
Azteca que vivem em simbiose com a espécie. Essa relagcdo mutualistica
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atribui beneficios a espécie em funcdo da protecdo oferecida pelas
formigas contra herbivoros (DAVIDSON, 2005; LUENGAS-CAICEDO
et al., 2007).

Figura 1: Arvore de Cecropia glaziovii em Floriandpolis, Santa Catarina.

Fonte: O autor.

Figura 2: Folha Cecropia glaziovii coletada em Floriandpolis, Santa Catarina.

Fonte: O autor.
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2.1.2 Composicdo quimica

Em relagdo a constituicdo quimica de C. glaziovii sdo descritos
flavonodides, procianidinas, acidos fendlicos e catequinas como
metabolitos majoritarios presentes em diferentes extratos de suas folhas
(Figura 3). Especificamente em relacdo aos flavonoides, foram
identificados compostos tipo C-glicosideos como isoorientina, orientina
e isovitexina, e 0 composto O-glicosideo isoquercitrina. O acido 3-O-
cafeoilquinico (&cido clorogénico) também foi identificado, sendo este
um dos constituintes majoritarios do extrato aquoso das folhas desta
espécie (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001; TANAE
etal., 2007; AREND etal., 2011; COSTA et al., 2011).

Figura 3: Estruturas quimicas de metabolitos presentes em Cecropia glaziovii
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(1) &cido clorogénico, (1) acido cafeico, (I11) orientina (IV) isoorientina, (V)
isovitexina, (V1) isoquercitrina, (VII) (+) catequina, (V1II) (-) epicatequina, (1X)
procianidina B2, (X) procianidina C1, (XI) procianidina B3, (XII) procianidina
B5 (AREND et al., 2011; COSTA et al.; 2011).
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2.1.3 Aspectos bioldgicos

Conforme ja& mencionado, o género Cecropia é amplamente
utilizado na medicina tradicional. Especificamente para C. glaziovii sao
encontrados relatos de seu uso para tratamento de doencas do coragéo,
tosse, asma, bronquite, dispnéia, agente diurético e antidiabético (P10-
CORREA, 1978). Em relacdo as propriedades farmacoldgicas sio
encontrados apenas estudos pré-clinicos para diversas atividades, como
atividades anti-hipertensiva, inibicdo da ECA, ansiolitica, antioxidante,
antidepressiva, broncodilatadora, antiulcerosa e antisecretora de &cido
géstrico (ROCHA; LAPA; DE LIMA, 2002; ROCHA et al., 2007;
COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011). A seguir serdo
apresentadas de forma resumida as principais informag6es dos trabalhos
relacionados a estas atividades.

2.1.3.1 Atividade anti-hipertensiva

Ensaios in vitro com os extratos diclorometano/metanol e
metandlico das folhas de C. glaziovii causaram inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (LACAILLE-DUBOIS; FRANCK;
WAGNER, 2001; BRAGA et al., 2007). Segundo LACAILLE-DUBOIS
e colaboradores, a atividade inibitéria da ECA das folhas, cascas e
estipulas de C. glaziovii estaria relacionada a um sinergismo entre 0s
flavonoides C-glicosideos e proantocianidinas, visto que estes
compostos, quando isolados, ndo apresentaram atividade.

O extrato aquoso de plantas cultivadas de C. glaziovii causou
efeito hipotensor em doses entre 0,15 a 0,50 g/kg (v.0.) em ratos
normotensos e em ratos com hipertensdo induzida por L-NAME (10
mg/kg, v.0.). Cysneiros e colaboradores (1997) sugerem que esse este
efeito ocorra pelo relaxamento da musculatura lisa através de dois
mecanismos: bloqueio dos canais de célcio tipo | e por agcdo em
receptores -2 adrenérgicos, sendo a isovitexina responsavel pela agéo
[B-adrenérgica.

A administracdo crénica por via oral do extrato aquoso de C.
glaziovii e da sua fragdo n-butandlica induziu hipotenséao tanto em ratos
normotensos quanto hipertensos, sendo que este efeito seria
independente de bloqueio especifico de receptores al ou AT;. Os
autores inferem que a hipotensdo causada pelo extrato aquoso de C.
glaziovii estaria relacionada ao bloqueio do influxo de Ca?*em células do
musculo liso e neurdnios (LIMA-LANDMAN et al., 2006).

Estudos in vivo da inibicdo da ECA a partir do extrato aquoso
padronizado de C. glaziovii demonstraram que uma Unica administracdo
do extrato (1,0 g/kg, v.0.) ndo causou modificacdo na atividade desta
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enzima, na pressao arterial, ou nos batimentos cardiacos. Entretanto, a
administragdo cronica (0,5 g/kg, v.o. durante 60 dias), foi eficiente ao
reduzir a pressdo ap6s 14 dias de tratamento. Segundo os autores, a
hipotensdo provocada pelo extrato ndo estaria relacionada a inibicdo
desta enzima, mas ao bloqueio dos canais de Ca®* na musculatura lisa

(NINAHUAMAN et al., 2006).

2.1.3.2 Atividades ansiolitica e antidepressiva

O extrato aquoso de C. glaziovii nas doses entre 0,25-1,0g/kg
foi administrado via oral em ratos sob tratamento agudo (1h) e repetido
(24, 7 e 1,5h antes do experimento) no modelo de labirinto em cruz
elevada. A atividade tipo ansiolitica foi constatada somente apOs
administracdo repetida do extrato aquoso, sendo possivel ainda verificar
uma atividade superior (entre 5 a 10 vezes) para a fracdo butandlica
obtida a partir desse extrato. Os flavondides isoorientina e orientina
presentes na fracdo butandlica, foram apontados como possiveis
responsaveis pela atividade no SNC (ROCHA; LAPA; DE LIMA,
2002).

Atividade tipo antidepressiva também foi avaliada pelo mesmo
grupo de pesquisa para 0 extrato aquoso padronizado e a sua fragdo n-
butanolica em experimentos in vivo (nado forgcado), ex vivo (niveis de
monoaminas no hipocampo) e in vitro (recaptacdo de serotonina,
noradrenalina e dopamina). Ambos, extrato aquoso e fracdo butanodlica
apresentaram atividade tipo antidepressiva devido ao bloqueio da
recaptacdo de monoaminas pelo sistema nervoso central. Os compostos
catequina, procianidina B3 e procianidina B2 foram identificados como
0s mais ativos (ROCHA et al., 2007).

2.1.3.3 Atividade antioxidante e hepatoprotetora

O extrato hidroetandlico de C. glaziovii nas concentracdes de 2,
20 e 200 pg/mL foi capaz de reduzir a peroxidacéo lipidica in vitro
induzida por trés geradores de radicais livres: H,O,, FeSO,, AAPH.
Com base nesses resultados, o extrato hidroetanélico também foi
avaliado in vivo nas concentragGes de 20 e 40 mg/kg ap6s administracao
de CCl,, sendo capaz de reduzir o dano hepéatico em ambas as doses
testadas (PETRONILHO et al., 2012).

2.1.3.4 Atividade antiviral

O extrato aquoso de C. glaziovii, sua fragdo BUOH e uma fragdo
enriquecida em flavonoides C-glicosideos (MeOHawg) foram avaliados,
in vitro, quanto aos seus efeitos antiherpéticos. O teste da atividade
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antiviral foi realizado baseado no ensaio de reducdo de placas de lise
frente aos virus HSV-1 (cepa KOS) e HSV-2 (cepa 333). O mecanismo
de acdo da fracdo mais ativa - MeOHawp - foi investigado e os autores
detectaram que a atividade anti HSV ocorre através da redugdo da
infectividade viral para HSV-2 e pela inibicdo da entrada do virus na
célula, inibicdo da transmissdo viral e também pela dano ao envelope
proteico para 0 HSV-1. A fragdo MeOHaus mostrou-se de 2 a 3 vezes
mais ativa frente as cepas HSV-1 e HSV-2 quando comparada ao extrato
aquoso, sendo esta atividade atribuida ao flavonoides C-glicosideos
(SILVA et al., 2010).

Recentemente foi descrito na literatura que o extrato
hidroetandlico de C. glaziovii foi capaz de inibir significativamente a
replicacdo do HSV-1 (cepa 29R — resistente a aciclovir) com uma ECsg
de 40 pg/mL e um indice de seletividade de 50 (PETRONILHO et al.,
2012).

2.1.3.5 Demais atividades farmacolégicas

Adicionalmente as atividades apresentadas, foram encontrados
trabalhos de um grupo de autores descrevendo atividade brocodilatadora
e inibitoria da secrecdo de &cido gastrico para um extrato padronizado e
fracdo butandlica de C. glaziovii, os quais serdo descritos em sequéncia.

O extrato aquoso de C. glaziovii padronizado em 12% de
catequinas, 19% de procianidinas e 19% de flavonoides (TANAE et al.,
2007) e sua fracdo butanolica foram avaliados in vivo quanto a inibicao
de secrecdo de &cido gastrico (SOUCCAR et al., 2008) e quanto a
propriedades broncodilatadoras (DELARCINA et al., 2007).

O extrato bruto e a fracdo butandlica foram avaliados quanto a
inibicdo da secrecdo &cida em camundongos com ligadura de piloro no
modelo de lesdo aguda da mucosa géstrica e em preparagles gastricas
H*, K, -ATPase de coelho. A administracdo de ambos os extratos
(doses entre 0,5-2,0 g/kg, i.d.) produziu uma diminui¢do tipo dose-
dependente da secrecdo de &cido géstrico basal, indicando que o
mecanismo de ac¢do esteja relacionado com a inibicdo da bomba de
protons. O pré-tratamento com a fragdo butandlica nas doses de 0,05-
0,50 g/kg via oral, protegeu a mucosa gastrica de lesGes e também foi
responsavel pela reducdo da atividade da H+, K+, -ATPase in vitro (ICs
= 58,8 ug/mL) (SOUCCAR et al.,2008).

Os compostos isolados a partir da fracdo butanodlica
procianidina B5, B2 e C1; orientina; isoorientina; isovitexina e uma
mistura entre 0s compostos procianidina B3 e epicatequina, também
inibiram a atividade géastrica H+, K+, -ATPase in vitro. Os resultados
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indicaram que estes compostos presentes em C. glaziovii podem
contribuir para as atividades antissecretdrias e antidlcera encontradas
para o extrato (SOUCCAR et al.,2008).

O extrato bruto e sua fragdo butandlica foram testados in vivo
em porcos da india tratados com histamina para produzir
broncoespasmo. Foi realizado também um experimento in vitro em
musculo de traquéia com a fragdo butandlica. O estudo demonstrou que
ap6s administragdo da fracdo butandlica (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL), a
resposta maxima a histamina foi diminuida em 13%, 34% e 55%
respectivamente, sem mudanga significativa na ECso. Em relacdo ao
experimento in vitro, apds a administracdo do extrato aquoso (1,0 g/kg,
v.0.) e da fracdo butandlica (0,1 g/kg, v.0.), a concentracdo de histamina
necessaria para produzir broncoespasmo foi aumentada em cinco vezes
para 0 primeiro e em duas vezes para o segundo. A broncodilatacdo
observada in vivo parece estar relacionada com a atividade do sistema -
adrenérgico observado in vitro com altas concentracfes do extrato
purificado (DELARCINA et al., 2007).

2.1.3.6 Toxicidade

Na revisdo da literatura realizada foi encontrado apenas um
relato sobre a toxicidade do extrato de C. glaziovii. O extrato foi
administrado diariamente em ratas gravidas 1,0 g/kg, sendo a DLsg
observada superior a 5,0 g/kg. Com base nos resultados foi possivel
demonstrar que o extrato ndo afeta de maneira significativa o
desenvolvimento fisico e comportamental, conferindo baixa toxicidade
para a prole (GENERUTTI et al., 2008).

2.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides representam uma importante classe de
compostos fenolicos amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo
abundantes em angiospermas. Esses compostos apresentam diversidade
estrutural importante e podem ser utilizados como marcadores
taxonbmicos, devido a sua relativa abundancia em quase todo reino
vegetal, especificidade em algumas espécies, relativa facilidade de
identificacdo e concentracdo no vegetal (HARBORNE, WILLIAMS;
2000; ZUANAZZI; MONTANHA, 2011).

Os flavonoides estdo presentes quase universalmente em folhas
verdes e podem ser responsabilizados por atribuirem aos vegetais
resisténcia a radiacdo ultravioleta. A radiacdo UV-B (280-315 nm)
apresenta baixo comprimento de onda e alta energia, e ao penetrar na
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camada de o0zonio pode danificar os tecidos vegetais. A resisténcia dos
vegetais a esta radiacdo é relacionada a presenca dos flavonoides, os
quais sdo capazes de agir como filtros de raios UV, além de conferirem
protecdo aos tecidos fotossintéticos (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Como ja destacado, os flavonoides estdo presentes em uma
ampla diversidade de frutas, vegetais, sementes e bebidas, como o vinho
e cha, e estdo presentes na alimentacdo humana hd mais de quatro
milhdes de anos. Atualmente estudos indicam que o consumo diario
destes compostos seja de um a dois gramas por individuo (HAVSTEEN,
2002; GALATI; O’BRIEN, 2004).

2.2.1 Caracteristicas quimicas

Os flavonoides sdo compostos derivados a partir dos
fenilpropanoides, os quais sdo conhecidos como unidades formadoras de
compostos fendlicos de maior complexidade. Especificamente em
relacdo a sua biossintese, os flavonoides sdo formados através da
condensacdo de duas rotas: acido chiquimico e acetil-CoA, onde,
respectivamente, ha uma conjugacgéo entre a molécula de 4-cumaril-CoA
com trés moléculas de malonil-CoA, originando a chalcona, principal
composto intermediario da via de biossintese dos flavonoides
subsequentes  (HARBONE; MABRY, 1982; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2011; ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

O nucleo fundamental dos flavonoides é constituido por 15
atomos de carbono que sao distribuidos em trés anéis A, C e B do tipo
C¢-C3-Cg respectivamente (Figura 4). Diferencas no estado de oxidacao
do anel C caracterizam as principais classes de flavonoides, como:
flavonois, flavonas, flavanois (catequinas), flavanonas, antocianidinas e
isoflavonoides. A variabilidade estrutural entre estes compostos esta na
estruturacdo dos anéis das agliconas, referentes ao seu estado de
oxidacdo/reducdo, seu padrdo e posicdo dos radicais hidroxila, e também
nas diferencas entre os substituintes dos grupamentos hidroxila.
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2011; HAVSTEEN, 2002; LIU, 2004;
GROTEWOLD, 2006).
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Figura 4: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragao.
3

Referéncia: (ZUANAZZI; MONTANHA, 2011).

Os flavonoides de origem natural apresentam-se frequentemente
oxigenados e boa parte ocorrem conjugados com moléculas de agUcares,
de forma que ja foram relatados mais de 80 tipos de agucares diferentes.
Essa ligacdo entre o nulcleo fundamental, denominado genina ou
aglicona, e os agUcares, pode ocorrer por meio de uma hidroxila que
originam os flavonoides tipo O-heterosideos ou diretamente ao carbono
do esqueleto basico, gerando os flavonoides tipo C-heterosideos
(HARBONE; MABRY, 1982; ZUANAZZI; MONTANHA, 2011; LIU,
2004).

2.2.1.1 Flavonoides C-glicosideos

Historicamente, a primeira descoberta sobre flavonoides C-
glicosilados ocorreu por volta no século XIX com a scoparina em 1851,
vitexina em 1898 e saponarina em 1906. Amplamente distribuidos no
reino vegetal, aproximadamente 362 espécies Sd0 ricas nestes
compostos, sendo encontrados em mono e dicotileddneas, samambaias,
musgos e algas verdes. Na maioria dos casos, os flavonoides C-
glicosilados coexistem com os flavonoides O-glicosideos, e sdo
necessarias técnicas cromatograficas e espectroscépicas especificas que
auxiliem na caracterizacdo destes compostos (CHOPIN; BOUILLANT,
1975; TALHI; SILVA, 2012).

Os flavonoides C-glicosideos naturais podem ser divididos em
dois grandes grupos: agliconas nao-hidrolisdveis (mono e di-C-
glicosilflavonoides) e seus derivados hidrolisaveis (O-glicosideos e O-
acil derivados). Dentre estes estdo os mono-C-glicosilflavonoides, di-C-
glicosilflavonoides,  O-glicosil-C-glicosilflavonoides e  O-acil-C-
glicosilflavonoides (HARBORNE; MABRY, 1982; ANDERSEN,
MARKHAM; 2006).
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Quadro 1: Classes dos flavonoides C-glicosideos e suas estruturas quimicas.

Mono-C-glicosilflavonoides:

- Caracteriza-se por possuir uma
Unica molécula de aglcar ligada a
aglicona, geralmente nas posicoes
C-6eC-8.

- Classe mais abundante em
plantas.

- Cerca de 15 novas estruturas
foram descritas na Gltima década.

Vitexina

Di-C-glicosilflavonoides:

- Caracteriza-se por possuir duas
moléculas de aclcar ligada a
aglicona.

OH OH

Vicenina-2

O-glicosil-C-glicosilflavonoides:

- Caracteriza-se por substitui¢do
O-glicosidica através de uma OH
fendlica pertencente ao esqueleto
do flavondide e/ou através de uma
OH do fragmento C-glicosidico.

- Cerca de 49 novas estruturas
foram descritas na Ultima década.

Ficuflavosideo
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O-acil-C-glicosilflavonoides: oo
- Caracteriza-se por pelo menos
um grupamento acila conjugado a
molécula  do  flavondide-C- o
glicosideo em qualquer posicao.

- Cerca de 41 novas estruturas
foram descritas na Gltima década.

Vitexina-2"-O-vaniloila

Fonte: TALHI; SILVA (2012).

Como caracteristica principal os flavonoides C-glicosideos
apresentam-se estaveis frente a hidrolise 4cida, estabilidade esta
atribuida a ligagcdo carbono-carbono entre a molécula de aglcar e o
nucleo fundamental. O rearranjo de Wessely-Moser (Figura 5) que
envolve 0s compostos 5-hidroxi-C-glicosilflavonas decorrente de
tratamento acido ocasiona isomerizacdo da molécula. Este rearranjo
isomérico ocorre devido a abertura hidrolitica do anel pirrdnico (anel C)
seguido de fechamento deste anel com uma das hidroxilas em posicéo
orto em relacdo ao grupo carbonila (CHOPIN; BOUILLANT, 1975;
CHOPIN; BOUILLANT; BESSON, 1982; MARKHAM, 1982).

Figura 5: Rearranjo de Wessely-Moser do composto vitexina para isovitexina

Referéncia: (MARKHAM, 1982).



44

2.2.3. Atividades biolégicas

Em relagdo a sua efetividade farmacoldgica é possivel relatar
atividades variadas, as quais serdo brevemente descritas com énfase nos
compostos C-glicosilados na presente dissertacéo.

Comum aos compostos fenélicos, os flavonoides apresentam-se
como potentes agentes antioxidantes e quelantes de metais, sendo
também relacionados com a capacidade de reduzir o risco das principais
doencas cronicas. Essas atividades tém sido atribuidas ao consumo de
alimentos ricos nesses compostos, como frutas frescas e vegetais,
adicionalmente ao efeito sinérgico ocorrido entre misturas complexas,
incluindo os flavonoides e os acidos fendlicos (PIETTA, 2000; LIU,
2004, GROTEWOLD, 2006; RICE-EVANS, 2001).

Atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo também pode ser
destacada entre as atividades relatadas para os flavonoides. Diversos
mecanismos de agdo sdo descritos na literatura, como a inibicdo de
enzimas geradoras de eicosanoides e também a modulacdo da expressédo
de moléculas pro-inflamatérias originada especialmente por flavonoides
derivados do ndcleo flavona (HAVSTEEN, 2002; KIM et al., 2004).

2.2.3.1 Flavonoides C-glicosideos

2.2.3.1.1 Metabolismo

A biodisponibilidade dos flavonoides C-glicosideos ndo € muito
bem compreendida e existem poucas evidéncias de sua absor¢do em
humanos (TALHI; SILVA, 2012).

O metabolismo e distribuicdo de quatro flavonas C-glicosidicas
- orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina — das folhas do bambu
foram investigados em ratos. Apds a administracdo oral do extrato
etandlico 30% (1,0 g/kg), as quatro flavonas C-glicosidicas foram
fracamente absorvidas no trato gastrointestinal, sendo que mais de 50%
destes compostos foram excretados em sua forma original. No entanto,
os resultados sugerem que estes compostos permanecem no célon tempo
suficiente para executar acdo antioxidante e sequestradora de radicais
livres (ZHANG et al., 2007).

Além da excrecdo em sua forma original, algumas moléculas
pequenas, como floroglucinol, &cido hidrocafeico e &cido florético foram
identificadas como metabdlitos das flavonas C-glicosidicas. Essas
moléculas sdo resultado de hidrélise via deglicosilacdo e abertura do
anel C do esqueleto flavonico, realizadas por microrganismos intestinais
(Figura 6).
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Figura 6: Esquema representando possiveis metabdlitos das flavonas C-
glicosidicas.

Isoorientina R = OH, isovitexina R = H. As vias metabdlicas para orientina e
vitexina sdo semelhantes a estas apresentadas (ZHANG et al., 2007).

2.2.3.1.1 Atividades farmacolégicas

Os flavonoides C-glicosideos estdo presentes em diversas
espécies vegetais ativas farmacologicamente. Considerando o enfoque
da presente dissertacdo, a seguir serdo descritas as principais atividades
relatadas para estes compostos, como as atividades: antioxidante, anti-
inflamatéria, anti-hiperglicémica, no sistema nervoso central e antitlcera
(TALHI; SILVA, 2012).

2.2.3.1.1.1 Atividade antioxidante

Entre as diversas espécies vegetais com potencial efeito
antioxidante, é possivel destacar em algumas a presenca majoritaria de
flavonoides C-glicosideos. A espécie Terminalia catappa, por exemplo,
utilizada comumente na medicina tradicional do Taiwan, possui em sua
composicdo derivados esterificados dos flavonoides vitexina e
isovitexina. Estes flavonoides foram avaliados isoladamente quanto ao
seu potencial antioxidante pelo método de peroxidacéo de lipoproteinas
de baixa densidade induzidas por Cu?*/O,. Foram encontrados valores de
ICs iguais a 2,1 pM e 4,5 puM para os derivados de vitexina e
isovitexina respectivamente, sendo mais ativos que controle positivo de
probucol (4,0 uM) (LIN et al., 2000 apud ANDERSEN, MARKHAM;
2006).
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Os extratos metandlicos de 15 espécies de bambu foram
avaliados quanto & sua atividade antioxidante por meio de bioautografia
e reacdo com DPPH. A espécie Bambusa textilis McClure apresentou a
maior atividade sendo que as andlises cromatograficas do seu extrato
metandlico demonstraram a presenca dos flavonoides C-glicosideos
isoorientina  4"-O-B-D-xilopiranosideo, isoorientina 2"-0-a-L-
ramnosideo e isoorientina (WANG et al., 2012).

Os flavonoides isoorientina, swertiajaponina e isoorientina 2"-
O-ramnosideo, isolados das folhas de Cymbopogon citratus, foram
avaliados quanto a inibicdo da peroxidacdo de LDL humano induzida
por Cu®. Apés cinco horas de incubagdo, os trés compostos
apresentaram efeito inibitério significativo na formagdo de MDA-
TBARS. Porém, apés seis horas de incubacdo, apenas o flavonoide
isoorientina continuou efetivo (ICs de 0,25 uM), demonstrando ser um
potente inibidor da oxidagdo de LDL in vitro. A hipdtese comentada
pelos autores seria que compostos de carater menos hidrofilico possuem
maior disponibilidade em relacdo a estrutura lipidica das lipoproteinas
de baixa densidade, o que consequentemente confere maior efeito
protetor frente a oxidagdo (ORREGO; LEIVA; CHEEL, 2009).

Os extratos hidroetanélicos das folhas de Passiflora alata e P.
edulis ricos em derivados C-glicosideos (isoorientina, orientina, vitexina
e isovitexina) foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante em
experimentos in vitro (TRAP) e ex vivo (FeSO4 como agente indutor de
estresse oxidativo). As propriedades antioxidantes apresentaram
correlagdo significativa com o contetdo fenoélico de ambos 0s extratos.
Além disso, de acordo com 0 experimento ex vivo, as duas espécies
atenuaram a morte celular induzida por ferro, quantificada pelo teor de
lactato desidrogenase, e protegeram efetivamente contra danos protéicos
ocasionados por ferro e por glicose por meio de inibicdo dos produtos
finais da glicacdo avangada (RUDNICKI et al., 2007).

2.2.3.1.1.2 Atividade anti-inflamatéria

Em um estudo bioguiado com Passiflora edulis a fracdo n-
butanélica apresentou atividade antiinflamatéria por meio da inibicéo de
leucdcitos e neutrofilos em modelos de pleurisia induzida por
carragenina em ratos. Foi verificado também que 0s compostos
isoorientina, vicenina-2 e spinosina também apresentaram atividade
antiiflamatdria por inibirem a atividade da mieloperoxidase, sendo a
isoorientina o composto mais ativo (ZUCOLOTTO et al., 2009).

As propriedades farmacoldgicas de uma fracdo enriquecida em
flavonoides, identificados como vicenina-2, spinosina, isovitexina,
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swertisina e isoswertisina, obtida a partir da fracdo butandlica das raizes
da espécie Cayaponia tayuya foram avaliadas em dois modelos de
edema de orelha em camundongos induzidos por TPA. No modelo
agudo, a fracdo enriquecida em flavonoides inibiu 0 edema em 55%
enquanto no modelo sub-cronico a inibicdo foi de 37% na dose de 0,5mg
por orelha. Adicionalmente, esta amostra na concentracdo de 22,30
pg/mL inibiu a expressio de iINOS e COX-2 em 98% e 49%
respectivamente, indicando que a atividade antiinflamatéria ocorre por
meio da inibicdo destas enzimas (AQUILA et al., 2009).

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada para o extrato
metandlico das folhas de Cecropia pachystachya por meio do modelo de
edema de orelha induzido por éleo de créton. O extrato metandlico, que
apresenta 0s compostos orientina e isoorientina, administrado por via
oral (300 mg/kg) como pré-tratamento apresentou efeito similar ao
farmaco indometacina, com 53% de inibicdo do edema. A administracéo
topica do extrato imediatamente apds a aplicagdo do dleo de croton
apresentou efeito similar a dexametasona, com 83% de inibicdo do
edema (DE OLIVEIRA ARAGAO et al., 2012).

2.2.3.1.1.4 Atividade neurofarmacoldgica

Atividade neurofarmacolégica de Passiflora edulis foi avaliada
em camundongos. O extrato aquoso, fragdo butandlica e a fragdo
residual aquosa do pericarpo aumentaram o tempo total gasto no
compartimento claro no ensaio da caixa claro-escuro, demonstrando
efeito tipo ansiolitico. Adicionalmente, o extrato aquoso potencializou 0s
efeitos hipnotico-sedativo induzidos por éter etilico. Os possiveis
compostos envolvidos nos efeitos neurofarmacologicos observados
foram isoorientina, vicenina-2, spinosina e crisina-6,8-di-C-glicosideo
(SENA et al., 2009).

2.2.3.1.1.5 Atividade antihiperglicémica

O flavonoide apigenina-6-C-B-L-fucopiranosideo, isolado das
folhas de Averrhoa carambola (Oxalidaceae), demonstrou efeito na
reducdo dos niveis de glicose sanguinea em ratos hiperglicémicos e
estimulou a secre¢do de insulina induzida por glicose. Foi verificado
também efeito estimulador da sintese de glicogénio muscular (efeito
insulinomimético) além do efeito antihiperglicémico detectado
(CAZAROLLI et al., 2009).

A atividade anti-hiperglicémica e seu mecanismo de acdo
também foram estudados para os extratos e flavonoides presentes nas
raizes de Wilbrandia ebracteata (Curcubitaceae). O extrato aquoso e
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uma sub-fracdo metandlica reduziram a glicemia e aumentaram o
contetdo de glicogénio e de insulina sérica em ratos hiperglicémicos. As
flavonas C-glicosidicas isovitexina e swertisina, isoladas a partir do
extrato metandlico, elevaram o contetido de glicogénio muscular 3h apds
tratamento e estimularam significativamente a secrecdo de insulina
sugerindo um potencial efeito anti-hiperglicémico dos flavonoides C-
glicosideos de W. ebracteata (FOLADOR et al., 2010).

2.2.3.1.1.6 Atividade antidlcera

Atividade antillcera gastrica foi verificada para o extrato
aquoso e hidroetanélico das folhas de Jodina rhombifolia (Santalaceae).
O extrato aquoso e hidroetan6lico foram administrados por via oral em
ratos e apos trinta minutos foi administrada uma solugédo de HCI 0,3M
(1,0 mL/kg) para induzir ulceracdo. O pré-tratamento com o extrato
hidroetandlico nas doses de 250 e 750mg/kg reduziu em 75% e 62,5% o
numero de animais com Ulcera gastrica. A analise cromatografica do
extrato indicou a presenca de uma mistura de flavonoides C-glicosideos
sendo vicenina-2, vitexina, orientina e swertisina 0s constituintes
majoritarios (MONTANHA et al., 2009).

2.2.3.1.1.7 Demais atividades

Adicionalmente as atividades ja mencionadas, foram
encontrados relatos para atividade antimicrobiana e radioprotetora
atribuidas aos flavonoides C-glicosilados.

A atividade antimicrobiana dos extratos de Triticum aestivum,
foi investigada pelo método de difusdo em disco. O extrato em acetona
rico em di-C-glicosil e C-diglicosilflavonas (luteolina-7-O-rutinosideo,
apigenina-7-0O-neohesperosideo, 6,8-di-C-glicosideo apigenina,
apigenina-6-C-glicosideo-7-O-glicosideo), demonstrou atividade frente a
duas bactérias gram-positivas (Sarcina lutea e Bacillus subtilis). J& o
extrato etandlico, rico em mono-C-glicosilflavonas — luteolina-7-
glicoronideo, 7,3’-diglicosideo, vitexina, isovitexina- apresentou
atividade frente a Escherichia coli (ANDERSEN, MARKHAM; 2006).
O efeito protetor dos compostos orientina e vicenina-2, isolados das
folhas de Ocimum sanctum (Lamiaceae), foi determinado em cultura de
linfocitos periféricos humanos através do teste de micronucleos. Ambos
flavonoides apresentaram protecdo significativa para os linfocitos
humanos contra efeitos clastogénicos em concentragdes baixas e nao
toxicas. Os autores inferem que a radio-protecdo parece estar associada
com a atividade antioxidante (VRINDA; DEVI, 2001).
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2.3 ESTABILIDADE

Estabilidade é definida como o tempo durante o qual a
especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada
isoladamente mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o
periodo de estocagem e uso, as mesmas condi¢Bes que possuia quando
da época de sua fabricacdo (BILIA et al., 2001, SILVA et al., 2009).
Segundo a legislagdo vigente, a estabilidade de produtos farmacéuticos
depende de fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, e de
outros relacionados ao proprio produto, como propriedades fisicas e
quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

Os estudos de estabilidade s&o preconizados com a finalidade de
garantir a integridade quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica e
toxicoldgica do farmaco e da forma farmacéutica dentro dos limites
especificados, sob influéncia dos fatores ambientais, em funcdo do
tempo (ANSEL et al., 2007).

O estudo de estabilidade de farmacos e medicamentos descrito
pela RE n°01/05 ANVISA é aplicado para realizacdo dos testes de
estabilidade de produtos farmacéuticos a fim de prever, determinar ou
acompanhar o seu prazo de validade. Como parte destes estudos estdo
previstos 0s ensaios de estabilidade acelerada, de acompanhamento e de
longa duracdo. A resolucdo também determina a quantificacdo dos
produtos de degradacdo, assim como o método analitico utilizado
correspondente, envolvendo testes de estresse ou testes de degradacdo
forcada sob condicdes variadas e mais severas (BRASIL, 2005; SILVA
et al., 2009). E importante destacar, porém, que em relacdo aos
medicamentos fitoterapicos, ndo h& guias ou resolucdes de estabilidade
especificos previstos na legislacao.

A seguranca em relacdo aos medicamentos fitoterapicos é uma
preocupagdo global. Dados de pesquisa cientifica, mecanismos
adequados para controle de qualidade, educacdo de fornecedores e
conhecimento, destacam-se como pontos fundamentais para o campo da
regulamentacdo do uso seguro de produtos naturais (EMEA, 2009;
SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010).

Especificamente para formulagdes baseadas em extratos vegetais,
0s testes de estabilidade possuem destacada relevancia, principalmente
para a determinacdo das condicdes de estocagem de extratos ou
medicamentos e garantia do tempo de validade dos mesmos, pois devido
a alta complexidade quimica, as formulages fitoterapicas possuem uma
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maior tendéncia a alteragdes fisicas e quimicas (KOPLEMAN et al.,
2001). Com base nestes aspectos, os estudos de estabilidade representam
uma forma de demonstrar que o produto farmacéutico pode satisfazer as
especificacdes de seguranca e qualidade durante o seu prazo de validade
(SINGH; KUMAR, 2006).

2.3.1 Tipos de estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade podem ser realizados de diferentes
modos: acelerado, longa duragdo, acompanhamento e degradacédo
forcada. Nesta revisdo serdo abordados os estudos de estresse ou
degradacdo forcada e estudos de estabilidade acelerada, com base nas
legislacGes vigentes para insumos farmacéuticos ativos e para farmacos
e medicamentos, e também em trabalhos cientificos, considerando os
experimentos que serdo apresentados ao longo da dissertagdo. Embora
ndo exista, até o momento, resolugdes e guias especificos para estudos
de estabilidade de insumos de origem vegetal, para fins de registro de
medicamentos fitoterapicos a Anvisa recomenda seguir 0s critérios
estabelecidos na RE n° 01/2005 (NETTO et al., 2006). Para a realizagio
de estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos ativos, a Anvisa
aprovou, recentemente, um Regulamento Técnico estabelecendo os
requisitos minimos para a conducdo destes estudos (BRASIL, 2012).

2.3.1.1 Estudos de estresse

Os estudos em condi¢des de degradacdo forcada caracterizam-se
como testes realizados para avaliar a estabilidade intrinseca do insumo
farmacéutico ativo. S8o executados sob condi¢Bes mais severas do que
as utilizadas no estudo de estabilidade acelerada (BRASIL, 2012).

Entre os objetivos do teste de estresse estd a possibilidade da
demonstracdo da especificidade ao desenvolver um método indicativo de
estabilidade. Com base nas variadas condi¢cdes experimentais destes
ensaios, podem ser obtidas informacdes sobre os provaveis produtos de
degradagdo formados durante o periodo de armazenamento e estabelecer
uma possivel via de degradacdo (AGRAWAL et al., 2004; SILVA et al.,
2009).

Estes testes ndo visam degradar totalmente o composto, e sim
promover uma degradacao de pequena extensdo (10-30%). Na auséncia
total de degradacdo do composto ap6s 10 dias, o farmaco pode ser
considerado estavel. Se a degradacdo for menor que 10% é indicado
aumentar as condi¢fes de estresse. As condi¢cfes de estresse iniciais sdo
realizadas, assumindo que o farmaco seja instavel, portanto, sujeito a
receber condigbes mais amenas, e, dependendo dos resultados obtidos,
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aumenta-se ou diminui-se a concentracdo das condicGes de reacdo
utilizada (SINGH; BAKSHI, 2000).

Contudo, ndo existe uma padronizacdo para realizacdo destes
estudos, e na auséncia de procedimentos, dificuldades sdo enfrentadas
pelos profissionais ao decidir sobre as condi¢fes de estresse a serem
utilizadas para um novo farmaco (SILVA et al., 2009). A respeito dos
fitoterapicos, as diretrizes do ICH ndo podem ser transpostas diretamente
a estes produtos, pois é necessario considerar ndo s6 a totalidade de um
medicamento como excipientes e embalagem, e sim a presenca de uma
mistura complexa em um extrato (BILIA et al., 2001). No entanto
poucos estudos dessa natureza tém sido encontrados na literatura.

As orientagdes do ICH preconizam a avaliagdo dos efeitos da
temperatura, umidade e eventualmente oxidacdo, fotdlise e
susceptibilidade a hidrolise em diversos valores de pH, que sdo
condigdes tipicas de degradacéo de farmacos (BAKSHI; SINGH, 2002;
ICH, 2003; SILVA et al., 2009). Estes aspectos serdo abordados com
mais detalhes a seguir baseados no guia para conduzir testes de
estabilidade proposto pelos autores Singh & Bakshi (2000) e em
literatura relacionada.

2.3.1.1.1 Hidrolise

A agua é considerada como um dos principais catalisadores em
reacOes de degradacdo. Para a realizacdo de estudos de estresse em
condi¢des de hidrdlise acida e alcalina, sdo utilizados geralmente o acido
cloridrico e hidréxido de sddio, respectivamente (SILVA et al., 2009).

Em condigdes acidas, a concentracdo mais utilizada de acido
cloridrico é a de 0,1N, porém ha relatos de trabalhos que utilizam 1N ou
ainda normalidades superiores. Com exce¢do do acido cloridrico, que é o
acido comumente usado, o &cido sulfirico em diferentes normalidades
também ¢ relatado para experimentos de hidrolise. Para condicdes
alcalinas, o hidroxido de sodio é frequentemente utilizado de 0,1N a 1IN,
sendo o hidréxido de potassio também relatado como alternativa.
Existem muitas variacdes em relacdo a temperatura e ao tempo de
duracdo do experimento, pois estas podem variar de 40°C a 110°C, e de
minutos até meses (Figura 7). Para hidrdlise neutra, espera-se que a
decomposicdo ocorra em uma velocidade lenta, pois reacBes em pH
neutro ndo sdo cataliticas e, portanto, periodos longos e temperaturas
altas podem ser necessérias para obter quantidades suficientes de
produtos de degradacdo (SINGH; BAKSHI, 2000).
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Figura 7: Fluxograma do estudo de estresse sob condi¢Bes de hidrélise 4cida e

alcalina.
0,1 N HCI/NaOH - 8 horas - Refluxo
Sem degradagdo / \ Degradagéo total
1N HCI/NaOH 0,01N HCI/NaOH
12h, Refluxo » | Degradagio | 8h, 40°C
- suficiente ¢ »
Sem degradagaov ................ "Degradagao total
2N HCI/NaOH 1 0,01 N HCI/NaCH
24h, Refluxo 2h, 25°C
Sem degradacaoy, "Degrada(;éo total
5N HCI/NaOH Prosseguir estudos
24h, Refluxo com condigdes
mais brandas

Sem degradagéoJ'

Declarar o farmaco
praticamente estavel

Fonte: Adaptado de Singh & Bakshi, 2000.

2.3.1.1.1.1 Hidrélise em micro-ondas

A utilizacdo de micro-ondas na quimica analitica é conhecida
desde a década de 70. Entre as aplicagBes recentes, é possivel relatar a
obtencdo de produtos organicos em escala de laboratério, com auxilio de
aqguecimento por meio de micro-ondas. Essas reacdes podem ser
conduzidas em forno de micro-ondas convencional de cozinha ou em
reatores especificos desenvolvidos industrialmente com este objetivo
(SANSEVERINO, 2002).

As micro-ondas constituem-se em radiacao eletromagnética ndo
ionizante, entre a regido de infravermelho e ondas de radio no espectro
eletromagnético. Possuem uma frequéncia de 300 a 300.000 MHz.
Comparativamente, as frequéncias mais utilizadas em uso domeéstico e
industrial para fins de aquecimento encontram-se em torno de 915 MHz
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e 245 GHz, respectivamente  (SANSEVERINO,  2002;
CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK, 2012).

A energia emitida pelos fétons no micro-ondas é muito baixa
em relacdo a energia tipica necessaria para clivar ligacbes moleculares,
consequentemente ndo é capaz de induzir as moléculas a reacGes
quimicas por meio da absorcdo direta da energia eletromagnética, em
oposicdo a radiacdo ultravioleta e visivel, por exemplo. (KAPPE;
PIEBER; DALLINGER, 2013).

O forno de micro-ondas fornece energia diretamente para as
espécies reativas, sob forma de um aquecimento molecular. Este
aquecimento é causado pela capacidade do material de absorver a
energia eletromagnética de alta frequéncia, no caso, as micro-ondas, e
converté-las em calor. Importante ressaltar que a energia imposta é de
mais baixa frequéncia no espectro eletromagnético, portanto, dentro
desta regido somente a rotagdo molecular é afetada e ndo a estrutura
molecular (Figura 8) (HAYES, 2002; CHANDRASEKARAN;
RAMANATHAN; BASAK, 2012).

Figura 8: Mecanismo de (a) aquecimento e (b) rotacdo molecular promovida por
micro-ondas.

(b)

Fonte: HAYES, 2002.

Entre as principais vantagens oferecidas por esta metodologia
em relagdo as reagfes que utilizam o aquecimento convencional esta a
possibilidade de maiores rendimentos, maior seletividade e menor
decomposicdo térmica, pois a energia é transferida diretamente para a
amostra, ndo havendo contato fisico com a fonte de aquecimento
(SANSEVERINO, 2002). Dessa forma, a utilizagdo do equipamento de
micro-ondas configura-se como uma potente fonte de energia segura,
que pode ser adaptada para diversas aplicagdes (HAYES, 2002). A
técnica destaca-se pela grande redugdo nos tempos de reacdo e bons
rendimentos (SANSEVERINO, 2002).
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Estudos de estabilidade foram desenvolvidos com auxilio de
equipamento micro-ondas para reagfes de hidrélise com o agente anti-
Ulcera Rebamipide. Segundo os autores, a técnica de micro-ondas
mostrou-se muito efetiva na economia de tempo quando comparada a
técnica por refluxo (SONAWANE; GIDE, 2011).

2.3.1.1.2 Oxidagdo

A reacdo de oxidacdo envolve a remocdo de um &atomo
eletropositivo, radical ou elétron, ou a adicdo de um &tomo
eletronegativo ou radical. O peroxido de hidrogénio geralmente é
utilizado para criar as condi¢fes necessarias para o estudo de oxidacéo, e
sua concentracdo pode variar entre 1 a 30% (Figura 9). Esta reacdo pode
ter um comportamento esperado, pelo fato de que alguns farmacos séo
susceptiveis & oxidagdo, enquanto outros mesmo quando submetidos a
altas temperaturas e concentragdo de peréxido de hidrogénio de 30% néo
sofrem degradacdo (SINGH; BAKSHI, 2000; SILVA et al., 2009).

Figura 9: Fluxograma do estudo de estresse sob condi¢des de oxidagéo

3% H,0,— 6 horas — temperatura ambiente (T.A.)

Sem degradacédo / \ Degradagcdo total
3% H,0, 1% H,0,
24h, TA. |, i Degradacio @ o | 3h, TA

- suficiente | ~
Sem degradagdol A ..o JPegradacio total
10% H,0, 1% H,0,
24h, T.A. 30 min, T.A.
Sem degradacaoy, ‘Pegrada(;éo total
30% H,0, Reduzir exposi¢do
24h, T.A.

Sem degrada(;éoJ'

Declarar o farmaco
praticamente estavel

Fonte: Adaptado de Singh & Bakshi, 2000.
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2.3.1.1.3 Fotolise

O estudo de fotoestabilidade deve ser realizado com o objetivo
de demonstrar que uma exposi¢cdo a luz ndo resulta em alteracbes
significantes no insumo farmacéutico ativo (BRASIL, 2012). Desta
forma, este estudo é uma ferramenta importante para indicacdo da
estabilidade de farmacos dentro da inddstria farmacéutica. A reacdo de
fotdlise é iniciada apds a absorcdo de radiacdo eletromagnética.
Considerando que grande parte dos principios ativos empregados na
preparacdo de medicamentos apresenta maximos de absorcdo na regido
do ultravioleta do espectro eletromagnético e que a radiagdo ultravioleta
é muito energética, a combinacdo destes fatores pode propiciar a
clivagem de muitas ligagdes quimicas, favorecendo a degradagdo das
moléculas (MORIWAKI et al., 2001; SILVA et al., 2009).

Segundo o ICH, diferentes fontes de luz podem ser utilizadas,
dentre elas ldmpada fluorescente com comprimentos de onda no espectro
visivel e ultravioleta, lampada de xenbnio ou lampada de haletos
metalicos. O periodo de exposicdo pode variar, dependendo da
intensidade da fonte de luz. O experimento pode ser realizado com
amostras em estado s6lido, mas também estado liquido, em solucbes
aquosas, acidas e alcalinas, e também em solventes organicos como
metanol e acetonitrila (ICH, 1996; SINGH; BAKSHI, 2000).

2.3.1.1.4 Temperatura

A temperatura é um fator importante que pode envolver o
processo de degradacdo de um farmaco e ndo pode ser controlado por
materiais de armazenamento (BOTT; OLIVEIRA, 2007).

O estudo de degradacdo forcada sob condi¢bes de diferentes
temperaturas possibilita avaliar uma propriedade fisica e/ou seus
produtos de degradacdo em funcdo de uma temperatura controlada. A
condicdo recomendada segundo as normas do ICH para estudos de
decomposicido forcada a calor seco seria 10° C acima da temperatura
indicada no experimento de estabilidade acelerada (SINGH; BAKSHI,
2000).

2.3.1.2 Estudo de estabilidade acelerada

Este estudo é projetado com o objetivo de acelerar a degradacédo
quimica e/ou mudancas fisicas de um insumo farmacéutico ativo ou de
um produto farmacéutico, sob condi¢des forcadas de armazenamento.
Segundo a legislacdo, este tipo de estudo vem demonstrando
empiricamente e com grande probabilidade de acerto o que ocorreria no
produto farmacéutico quando este é submetido a condigdes normais de
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armazenamento por longo periodo de tempo (BRASIL, 2005; BRASIL,
2012).

Durante o periodo de armazenamento, o medicamento pode
sofrer diversas alteracdes fisicas e quimicas decorrentes de reacdes entre
0s componentes da formulacdo, e também por agentes externos como o
oxigénio, além da possibilidade de exposicdo a altas temperaturas e
umidade. Estas interacfes podem alterar significativamente o estado
fisico do medicamento, e, por vezes, possibilitam a formacdo de
substancias tdxicas. Como consequéncia geral, 0 medicamento ndo
mantém suas propriedades e a atividade necessaria durante o periodo de
vida atil (BOTT; OLIVEIRA, 2007).

As condicOes climéticas previstas para a realizagdo dos estudos
acelerados para insumos com condicdes de armazenagem de até 30 °C
sdo de 40 °C £ 2 °C / 75% UR £ 5% UR, durante o periodo de seis
meses (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012). Este tipo de estudo pode ser
conduzido em cé@mara climatica ou em recipientes com soluches
especificas para obtencdo de umidade, que devem ser mantidas em
estufas controladas com equipamentos do tipo termo-higrémetro
(WEST; MAUER, 2011).

2.3.2 Experimentos de estabilidade aplicados a matérias-primas
vegetais

Ainda que escassos, sdo encontrados na literatura alguns
estudos que avaliam a estabilidade de extratos vegetais como um todo e
também seus marcadores quimicos isoladamente. Adaptacfes dos
experimentos de degradacdo descritos para farmacos e formas
farmacéuticas foram realizadas pelos autores para viabilizar estes
estudos (BILIA et al., 2001; AGRAWAL et al., 2004; PATIL et al.,
2009; WEST; MAUER, 2011; YATSU; BORGETTI; BASSANI, 2011).

Bilia e colaboradores (2001) avaliaram a estabilidade quimica
do extrato seco comercial da Erva-de-sdo-jodo (Hypericum perforatum)
e preparagdes farmacéuticas elaboradas com este extrato. Foram
preparadas capsulas contendo extrato seco, lactose e estearato de
magnésio. Para fins de adaptacdo das condi¢des descritas pelo ICH para
farmacos e medicamentos, o extrato comercial foi considerado um
insumo farmacéutico e as capsulas um medicamento. Os autores
relataram a necessidade de maior conhecimento da matéria prima
comercial, em funcdo de que seus principios ativos ndo sdo bem
estabelecidos, sendo padronizada apenas quanto ao seu conteldo total de
hipericinas. As analises quantitativas demonstraram que os flavonois
representavam 0s constituintes majoritarios (17,72%), as hiperforinas
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totalizavam 4,23% enquanto as hipericinas representavam apenas 0,32%
do total de extrato seco (BILIA et al., 2001).

Experimentos de estabilidade das céapsulas relatadas
anteriormente foram realizados durante trés meses em duas condicdes de
temperatura e umidade, 25 °C (+ 2 °C) e 60% (+ 5%) UR para teste de
longo prazo e 40 °C (+ 2 °C) e 75% (*+ 5% UR) para condicOes
aceleradas. De acordo com os resultados encontrados no teste acelerado,
a porcentagem residual de hiperforinas foi de 60%, de flavonois 83,3%,
ja as hipericinas degradaram rapidamente e ap0s 45 dias estes compostos
ndo foram mais detectados. No teste de longo prazo, ap6s o periodo de
trés meses, uma degradagdo de mais de 70% foi detectada para
hipericinas. As hiperforinas demonstraram um tgq de cerca de trés meses,
enquanto os flavonois mantiveram os teores em 98%. Em funcdo dos
resultados encontrados, os autores relatam que so a estabilidade de todos
0Ss constituintes presentes no extrato pode avaliar se 0 produto
permanece efetivo durante o periodo disponibilizado para consumo
(BILIA et al., 2001).

Um estudo de fotoestabilidade foi desenvolvido com o extrato
aquoso seco por aspersdo (spray-drying) de llex paraguariensis. O
extrato acondicionado em recipiente aberto e em fracos de vidro &mbar e
transparente foi exposto a radiacdo UVC (254 nm), em camara
espelhada, durante o periodo de 48 horas. As amostras foram avaliadas
por cromatografia liquida nos tempos de 0, 12, 24 e 48 horas apés a
irradiacdo. Os compostos polifendlicos apresentaram-se estaveis frente a
radiacdo recebida durante todo o periodo exposto (48 horas)
independente do material de armazenamento (YATSU; BORGETTI,
BASSANI, 2011).

Estudos de degradacdo por condi¢bes de estresse foram
realizados com o esterdide guggulsterona, responsavel pela atividade
hipolipidémica da espécie Commiphora mukul. Uma solucdo metanélica
estoque do padrdo de guggulsterona (1 mg/mL) foi utilizada para os
experimentos. A hidrélise &cida e alcalina foi realizada com HCI e
NaOH, nas concentragdes de 1N a 5N, sob refluxo durante 1 e 2 horas a
80 °C. Para condigdes oxidativas foi utilizado peroxido de hidrogénio
nas concentragdes de 6% e 50%. O padrdo de guggulsterona em pé foi
armazenado em estufa a 90 °C durante quatro horas para estudos de
degradacdo em calor seco, e a solugdo metandlica foi submetida a
refluxo durante duas horas para condicBes de calor Umido. A
fotoestabilidade foi avaliada por meio de exposi¢cdo da solucéo estoque
diretamente a luz solar (9:00 as 17:00 =~ 30°C) durante trés dias. Para
andlise dos experimentos foi desenvolvida uma metodologia por
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cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC), e os
resultados demonstraram que a guggulsterona sofreu degradacdo sob
condigBes de hidrolise acida e alcalina, de oxidacéo, de calor seco e
Umido e também de fotodegradacdo. Os autores ressaltam que o método
¢ indicativo de estabilidade e que estes resultados podem auxiliar no
estabelecimento de uma cinética de degradacdo da guggulsterona
(AGRAWAL et al., 2004).

Estes relatos da literatura ressaltam, mais uma vez, a
importdncia do estudo de estabilidade da composi¢cdo quimica das
matérias-primas vegetais em sua totalidade. O conhecimento do
comportamento quimico do extrato viabiliza, inicialmente, maior
seguranca em relacdo aos resultados obtidos nos estudos de atividade
biologica, permitindo uma evolucdo coerente no preparo de um
fitoterapico.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a estabilidade do extrato aquoso e fracdo enriquecida
em flavonoides da espécie Cecropia glaziovii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar os compostos ainda ndo identificados no EB e
na fracdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos.

- Realizar experimentos para avaliagdo da estabilidade do extrato e
da fracdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos sob condicdes
acelerada e a estresse, tais como hidrélise, oxidagdo, luz UV e
temperatura.

- Avaliar o perfil cromatografico qualitativo e quantitativo do EB e
FrMeOH durante e ap6s o0s experimentos de estabilidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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4. METODOLOGIA
4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de Cecropia glaziovii Sneth. de individuos nativos foram
coletadas no municipio de Floriandpolis, Estado de Santa Catarina e
identificadas pelo Prof. Dr. Daniel Falkenberg (UFSC). O material
testemunho estd depositado no Herbario da Universidade Federal de
Santa Catarina (FLOR 37143). Apds a coleta, as folhas foram secas em
estufa de ar circulante (35 — 40 °C) durante trés dias, moidas em moinho
de facas e posteriormente acondicionadas em recipiente fechado sob
abrigo da luz até a realizacdo do processo de extracdo (COSTA et al.,
2011).

42 PROCESSO EXTRATIVO E OBTENGCAO DE FRACAO
ENRIQUECIDA

O material vegetal total obtido (1,584 Kg) foi submetido a
extracdo por infusdo na proporcdo de 1:10 (m/v) durante 30 minutos. O
extrato foi filtrado, o solvente eliminado em evaporador rotatdrio a 40
°C, e armazenado a -20°C até o momento de realizagio dos experimentos
(COSTA etal., 2011).

Para obtencdo da fracdo enriquecida em compostos C-
glicosideos, o extrato bruto seco foi retomado em agua, particionado
com solventes de polaridade crescente (acetato de etila e n-butanol) e o
solvente eliminado em evaporador rotatorio a 40 °C. Em seguida, a
fracdo butandlica obtida (11,59 g) foi resolubilizada em &gua, tratada
com resina de troca iénica Amberlitt® XAD-16 na proporcio de
1:10:100 (m/m/v) durante 30 minutos, sob agitacdo. Apos filtracdo, os
compostos aderidos na resina foram extraidos com metanol durante uma
hora. Finalmente, o solvente orgénico foi eliminado em evaporador
rotatério e esta fragdo enriquecida em flavonoides C-glicosideos,
codificada como FrMeOH (5,36 g), foi também armazenada a -20°C
(SILVA et al., 2010).

4.3 ANALISE DO PERFIL QUIMICO

As amostras  foram  analisadas  qualitativamente e
quantitativamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
no tempo zero (branco) e em todas as coletas realizadas. Para as analises
por CLAE foi utilizado cromatdégrafo PerkinElmer Série 200 equipado
com detector de arranjo de diodos, bomba quaternéria, desgaseificador e
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autoamostrador. Os dados foram processados no software Chromera®
(Version 3.2.0.4847).

A metodologia utilizada para analise dos compostos presentes
em C. glaziovii foi desenvolvida e validada no mesmo equipamento por
Costa e colaboradores (2011). Como fase estaciondria foi utilizada uma
coluna Brownlee® Choice C-18 (150 x 4,6 mm i.d.; 5um) e a fase mével
consistiu em um gradiente combinando de acetonitrila (A) e solucdo
aquosa de acido acético 1% (pH= 3) (B) nas seguintes condi¢des: 0-30
minutos gradiente linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40
minutos, isocratico A-B (20:80), com fluxo constante de 1,0 mL/min. O
volume de injecdo foi de 10 pL. A fase movel foi preparada diariamente
e desgaseificada através de sonicacdo antes da utilizagdo. Os
cromatogramas foram adquiridos no comprimento de onda de 340 nm
enquanto os espectros de UV foram monitorados na faixa de 200 -
400nm. O EB foi analisado na concentracdo de 1,0 mg/mL para todas as
amostras, enquanto a FrMeOH foi analisada na concentracdo de 0,5
mg/mL. Todas as analises foram realizadas em duplicata. Em seguida a
esta analise, as amostras também foram avaliadas quanto a formag&o das
agliconas apigenina e luteolina empregando 0s mesmos parametros
anteriores, mas a fase mdvel obedeceu as seguintes condicGes: 0-20
minutos gradiente linear de A-B (15:85 v/v) para A-B (35:65 v/v); 20-25
minutos, isocratico A-B (35:65 v/v), com fluxo constante de 1,2
mL/min.

Analises em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu
LC-10A) acoplado a espectrometro de massas (CLAE/EM-2010EV)
foram realizadas com o EB na Universidade Nacional da Colémbia. A
ionizacao foi obtida por eletrospray (ESI)-EM e o espectro foi adquirido
em modo negativo, na faixa de 100 — 1000 m/z. Os pardmetros do
detector e a interface foram os seguintes: voltagem do detector: 1,5 kV;
tensdo CDL: 150 V; temperatura CDL: 250°C; temperatura do bloco de
aquecimento: 250°C; voltagem do QarrayRF: 150 V; e nitrogénio como
gés nebulizador em um fluxo de 1L/min. As demais condicGes
cromatogréaficas empregadas foram as mesmas descritas para analise dos
compostos presentes em C. glaziovii por CLAE-DAD.

Como amostras de referéncia foram utilizados padres Sigma-
Aldrich®. Para verificacdo do perfil quantitativo durante os experimentos
de estabilidade foram utilizados trés marcadores: acido clorogénico,
isoorientina e isovitexina. Para isto, foram realizadas curvas de
calibracdo nas faixas de 0,5-100 pg/mL para os flavonoides e 0,5-50
ug/mL para o acido fendlico, com valores de coeficiente linear (r2)
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acima de 0,99. Os teores foram expressos em miligramas do composto
por grama de extrato (mg/g).

4.4 ISOLAMENTO DO COMPOSTO AEB

O EB (1 g) foi submetido a diversas separa¢des utilizando
colunas de silica gel 60 (Merck®) com as granulometrias de 63-200 pm e
de 40-60 um, tendo como fase moével a combinacdo dos solventes
acetato de etila:acetona:acido acético:adgua na propor¢édo de 60:20:10:10
(v/v) de modo isocratico. Para purificar as fracfes obtidas foram
realizadas colunas de permeacdo molecular (Sephadex® LH-20 - GE
Healthcare®) utilizando metanol como fase mével.

A partir de uma fracdo purificada (150 mg) foram realizadas
diversas analises por CLAE semi-preparativo, em equipamento
Shimadzu (Columbia, MD) equipado com detector UV, sendo em cada
andlise injetado cerca de 30 mg/mL de amostra. Como fase estacionaria
foi utilizada uma coluna Phenomenex® Luna C-18 (250 X 10 mm; 10p).
Como fase movel foi utilizado acetonitrila (A) e &cido acético 1% (B),
nas seguintes condicfes: 0-25 minutos gradiente linear de A-B (10:90
viv) para A-B (15:85 v/v); 25-45 minutos, gradiente linear de A-B
(15:85 v/v) para A-B (20:80), e de 45-75 minutos isocratico de A-B
(20:80), com fluxo constante de 1,0 mL/min, e deteccdo a 340 nm.

As separacgGes foram monitoradas por CCD sob cromatofolhas
de silica F,s4. Como sistema de fase mével foi utilizada a combinacéo
dos solventes acetato de etila:acetona:acido acético:agua na proporcao
de 60:20:10:10 (v/v). A deteccdo dos compostos foi realizada mediante
observacdo dos cromatogramas sob luz ultravioleta em 254 nm para
visualizagdo de extincdo de fluorescéncia e em seguida reveladas com
reagente cromogénico Reagente Natural A (2-aminoetil difenilborinato)
e posterior visualizacdo em camara de luz ultravioleta 366 nm para
deteccdo de flavonoides e compostos fendlicos.

4.5 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

A substancia A (5,61 mg) foi solubilizada em DMSO-ds e
submetida a ressonancia magnética nuclear em equipamento Bruker 300
MHz em colaboragdo com o Prof. Antonio Luiz Braga da Universidade
Federal de Santa Catarina.

4.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE
As metodologias para os testes de estresse e de estabilidade
acelerada foram baseadas na legislacdo brasileira em vigéncia - RDC
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N°45 de 2012 e também o guia para conduzir experimentos de estresse
elaborado por Singh e Bakshi (2000).

As amostras foram analisadas em relagdo as caracteristicas
organolépticas, através de inspecdo visual quanto ao seu aspecto geral.
Foram realizadas anélises qualitativas e quantitativas por CLAE,
utilizando metodologia descrita por Costa e colaboradores, 2011 (item
4.3).

4.7.1 Estudos de estresse

4.7.1.1 Temperatura

O EB e a FrMeOH foram submetidos ao experimento de
degradacdo por estresse em estufa com temperatura controlada de 80 °C
(x 2 °C). As amostras foram avaliadas simultaneamente sob duas
formas: em p6, com experimento de duracdo de 60 dias, e em solucéo
aquosa, com experimento de duracdo de sete dias.

Para o experimento em pé as amostras foram acondicionadas em
22 frascos abertos, sendo 11 deles contendo 20,0 mg de EB e outros 11
contendo 20,0 mg de FrMeOH. As amostras permaneceram em estufa a
temperatura constante de 80 °C, sendo realizadas coletas por meio de
retirada de um frasco de cada amostra nos tempos de: 1, 3, 5, 7, 10, 15,
20, 25, 30, 45 e 60 dias.

Para o experimento das amostras em solucdo, estas foram
acondicionadas em 20 frascos devidamente fechados, sendo 10 contendo
EB e outros 10 contendo FrMeOH, ambas na concentracdo de 2,0
mg/mL. As amostras permaneceram em estufa a temperatura constante
de 80 °C (* 2 °C), sendo realizadas coletas por meio de retirada de um
frasco de cada amostra nos tempos de: 3, 6, 12 horase 1, 2, 3, 4,5, 6, 7
dias.

Ap6s a coleta, as amostras em solucdo tiveram seus volumes
corrigidos em baldo volumétrico e, em seguida, todas as amostras foram
armazenadas a -20°C até anélise por CLAE.

4.7.121uz UV

O EB e a FrMeOH foram submetidos ao experimento de
degradacdo por estresse em camara espelhada, sob luz UV, no
comprimento de onda de 254 nm. As amostras foram avaliadas em duas
formas: em p6, com experimento de duracdo de 60 dias, e em solucao
aquosa, com experimento de duragdo de trés dias.

Para o experimento em p6 as amostras foram depositadas em
uma camada fina e uniforme sobre vidro de reldgio, e expostas a luz UV.
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Foram realizadas coletas nos tempos de: 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 45
e 60 dias.

Para o experimento em solucdo, as amostras dissolvidas em
solugcdo aquosa a 5,0 mg/mL foram acondicionadas em cubetas de
quartzo devidamente fechadas, sendo realizadas coletas nos tempos de:
6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas. Apbs a coleta todas as amostras foram
armazenadas a -20°C até andlise por CLAE.

4.7.1.3 Hidrolise

O EB e a FrMeOH foram submetidos ao experimento de
degradacdo por estresse em condi¢des de hidrolise sob metodologia de
refluxo e micro-ondas.

4.7.1.3.1 Hidrdlise por refluxo

As amostras foram submetidas a condi¢des de hidrolise alcalina,
acida e neutra sob aparato de refluxo com temperatura de 100 °C. Em
condicBes alcalinas foi utilizado NaOH 0,1N, enquanto que para a
condicéo &cida foi utilizado HCI 0,1N. Sob condicbes neutras a amostra
foi solubilizada em agua Milli-Q®.

Para o EB foram preparadas solugdes com volume final de 30,0
mL, em concentracdo de 5,0 mg/mL. Para a FrMeOH foram preparadas
solugBes com o mesmo volume final, porém com concentra¢do de 2,5
mg/mL. Foram coletadas aliquotas de 1,0 mL nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6,
8 horas. Em seguida as amostras foram resfriadas neutralizadas e
diluidas em baldo volumétrico até concentragdo final de 1,0 mg/mL para
0 EB e 0,5 mg/mL para a FrMeOH. As amostras foram filtradas sob
membrana 0,45 uM e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

4.7.1.3.2 Hidrdlise por micro-ondas

As amostras foram submetidas a condic6es de hidrolise alcalina
e &cida acelerada em equipamento de micro-ondas (Discovery — Gas
Addition CEM) sob pressdo maxima de 300 psi, poténcia de 300 watts e
temperatura de 100 °C.

Foram preparadas cinco aliquotas de cada amostra contendo
10,0 mg de EB e 50 mg de FrMeOH. Todas as aliquotas foram
solubilizadas em 5,0 mL de NaOH ou HCI, ambos 0,1N. As aliquotas
foram submetidas a reacdo de hidrélise em micro-ondas em periodos
diferenciados (1, 3, 5, 7 e 10 minutos). Apds a reacdo, as amostras foram
resfriadas, neutralizadas com o acido/base correspondente e diluidas em
baldo volumétrico até concentracao final de 1,0 mg/mL para o EB ¢ 0,5
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mg/mL para a FrMeOH. Em seguida as amostras foram filtradas (0,45
uM) e analisadas por CLAE.

4.7.1.4 Oxidacédo
Foram pesados 50,0 mg de EB e 25,0 mg de FrMeOH e

solubilizados em concentragdes crescentes de peroxido de hidrogénio (3,
10 e 30%). As solucbes foram acondicionadas em baldo volumétrico
com volume final de 25,0 mL, e permaneceram devidamente fechadas e
ao abrigo de luz durante o periodo cinco horas. Foi realizado ainda,
experimento com concentracdo de peréxido de hidrogénio 30% para o
EB e FrMeOH durante 24 horas, com analises nos tempos de 6, 12 e 24
horas.

Para analise, foram coletadas aliquotas de 5,0 mL, diluidas com
dgua Milli-Q® até concentragdo final de 1,0 mg/mL para o EB e 0,5
mg/mL para a FrMeOH. Em seguida as amostras foram filtradas (0,45
uM) e analisadas por CLAE.

4.7.2 Estudos sob condi¢des de refrigeracéo

A influéncia do armazenamento sob condicbes de refrigeracéo
foi avaliada durante o periodo de 30 dias. Para isto, solu¢des aquosas do
EB (1,0 mg/mL) e FrMeOH (0,5 mg/mL) foram acondicionadas em
frascos fechados, em geladeira a 4 °C (+ 2 °C). A temperatura foi
controlada com auxilio de termo-higrdmetro. Foram realizadas coletas
nos tempos de: 1, 3, 5, 7, 10, 15 20, 25 e 30 dias.

Ap0s a coleta, as amostras em solucdo tiveram seus volumes
corrigidos em baldo volumétrico em seguida, todas as amostras foram
armazenadas a -20°C até anlise por CLAE.

4.7.3 Estudos de estabilidade acelerada

O EB e a FrMeOH foram submetidos durante o periodo de seis
meses ao experimento de estabilidade acelerada com temperatura de 40
°C ( 2°C) e umidade relativa de 75% (z 5%).

Cerca de 500 mg de cada amostra foram depositados em uma
camada fina e uniforme sobre vidro de relégio. Os dois vidros de reldgio
contendo as amostras foram colocados em um recipiente fechado
contendo solucdo aquosa saturada de NaCl (36,6 g NaCl — 100 g H,0)
para e armazenados em estufa a 40 °C. Durante o periodo do
experimento a temperatura e a umidade foram controladas com a
utilizacdo de termo-higrémetro. Foram realizadas coletas mensais entre
os periodos de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, e em seguida as amostras
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foram colocadas em liofilizador para eliminar a umidade obtida durante
0 experimento, pesadas, e armazenadas a -20 °C até o momento de
analise por CLAE.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE QUALI E QUANTITATIVA DO EXTRATO BRUTO
(EB) E FRACAO METANOLICA (FrMeOH)

Os processos extrativos para obtengdo das amostras resultaram
em um total de 11,60 g de extrato bruto e 5,63 g de fracdo metandlica.
Estas amostras foram submetidas & andlise por CLAE/DAD, e o perfil
qualitativo relatado por Costa e colaboradores (2011) foi confirmado
para ambas amostras. Foram identificados os metabdlitos: &cido
clorogénico, isoorientina, orientina, isovitexina e isoquercitrina (Figura
10).

Figura 10: Perfil cromatogréfico do (a) Extrato bruto e (b) Fracdo metandlica.
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EB (1,0 mg/mL) e (b) FrMeOH (0,5 mg/mL) em £ = 340 nm (condigdes
cromatogréficas item 4.3) 1. Acido clorogénico; 2. Isoorientina; 3. Orientina; 4.
Isovitexina; 5. Isoquercitrina. Os compostos codificados como A e B sdo
desconhecidos e estdo em processo de identificacdo.
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Entre os compostos descritos no perfil cromatografico €
possivel observar somente o &cido clorogénico nos primeiros 20 minutos
de anélise, enquanto entre 20 e 30 minutos estdo presentes 0s
flavonoides C-glicosideos e o composto A. Apds 30 minutos de analise
foram detectados o flavonoide isoquercitrina e o composto B.

O perfil cromatografico das duas amostras também foi avaliado
quanto a presenc¢a das agliconas apigenina e luteolina. As analises no
tempo zero mostraram auséncia destes compostos para as duas amostras
(Figura 11).

Figura 11: Andlise cromatografica para identificagdo de apigenina e luteolina
em A = 340 nm (condi¢des cromatograficas item 4.3).
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As analises quantitativas realizadas nas amostras submetidas
aos experimentos de estabilidade foram monitoradas com base nos
compostos majoritarios conhecidos entre as duas amostras, sendo, para
isso, 0s compostos 4&cido clorogénico, isoorientina e isovitexina
escolhidos. Os teores encontrados para 0 EB e FrMeOH estdo
demonstrados na tabela 1. Estes resultados foram utilizados como tempo
zero (branco) para todos 0s experimentos.
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Tabela 1: Teor® dos metabdlitos secundarios presentes no EB e FrMeOH de C.
glaziovii, nas concentra¢des de 1,0 mg/mL e 0,5 mg/mL respectivamente, no t,
de experimento.

Composto EB FrMeOH
Acido clorogénico 12,83 +£0,28 9,38 +0,38

Isoorientina 5,98 £ 0,03 68,77 £ 0,48

Isovitexina 7,02 +0,03 86,88 + 0,95

% Valores expressos em miligrama por grama de EB/FrMeOH = desvio padrdo.
Estas analises foram realizadas em triplicata.

5.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS A E
B

Por meio de sucessivas cromatografias em CLAE semi-
preparativo foi possivel isolar 5,61 mg do composto A, o qual se
apresentou em forma de p6 amorfo de coloracdo amarela. Na analise por
CCD ap6s a revelacdo da cromatoplaca com Reagente Natural e
visualiza¢do sob luz UV 366 nm, o composto A apresentou coloragéo
verde-amarelada, caracteristica de flavonoides com ndcleo flavona do
tipo apigenina. O espectro de UV obtido durante analise por
CLAE/DAD (Figura 12) também confirma a indicacdo de nucleo tipo
apigenina com 0s maximos de absorcdo em 270 nm e 335 nm
(MARKHAM, 1982).

Adicionalmente, na analise por CLAE/EM o espectro de massas
do composto A apresentou pico de maior massa em m/z 563 [M-H].
Esses dados sdo condizentes com o nlcleo apigenina e sugerem a
presenca de dois residuos de agucar, que poderiam ser uma hexose e
uma pentose.

Figura 12: Cromatograma do composto A isolado; em destaque os maximos de
absorcdo no ultravioleta.
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Com os dados obtidos por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio ndo foi possivel a elucidagdo total da
molécula. A identificacdo de alguns sinais presentes no ‘H RMN
auxiliou na confirmagdo das informagfes obtidas a partir dos métodos
cromatograficos e espectrofotométricos. A presenca de um nucleo do
tipo apigenina foi verificada por meio dos sinais caracteristicos para 0s
quatro hidrogénios do anel aromaticol,4-disubstituido (anel B) (&4 7.68,
2H, d e 8y 6.78, 2H, d). A ocorréncia de um singleto (34 6.20) poderia
ser atribuida ao carbono 3 (anel C) evidenciando nucleo do tipo flavona.
Adicionalmente, foi observado outro singleto (64 5.58) em regido
desblindada, possivelmente referente ao anel A, indicando a ocorréncia
de um anel pentasubstituido. Essas informacdes e a elucidagéo total da
estrutura precisam ser confirmadas por **C RMN e por espectros de
correlagcdo HSQC e HMBC.

Em relagdo ao composto B foi possivel obter uma fracdo
purificada de rendimento muito baixo (1,58 mg), que impossibilitou a
analise por ressonancia magnética nuclear. O espectro de UV (Figura
13) obtido durante andlise por CLAE-DAD indicou a ocorréncia de
nacleo tipo apigenina com os maximos de absor¢do em 270 nm e 335
nm, valores semelhantes a substancia A e aos flavonoides vitexina e
isovitexina (MARKHAM, 1982; COSTA et al., 2011).

Figura 13: Cromatograma de uma fracdo enriquecida no composto B, em
destaque os maximos de absor¢do no ultravioleta.
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Na anélise por CLAE/EM o espectro de massas composto B
apresentou pico de maior massa de m/z 474 [M-H]". Esses dados s&o
condizentes com o nucleo apigenina e sugerem a presenca de um residuo
de acucar, possivelmente uma hexose. Além disso, a diferenga de massa
poderia indicar a presenca de uma acetila na molécula. No entanto, é
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necessario isolar maior quantidade dessa substancia e maiores
investigagcBes espectroscopicas para confirmar a identidade deste
possivel flavonoide.

5.3 EXPERIMENTOS DE ESTABILIDADE

Os medicamentos fitoterapicos normalmente sdo constituidos de
conjuntos de substancias responsaveis pela atividade farmacoldgica
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2011). Dada a complexidade
quimica de um fitoterdpico, muitos medicamentos disponiveis no
mercado sdo padronizados quantitativamente por faixas de teores de seus
marcadores quimicos que garantem a atividade farmacoldgica do extrato
(Tabela 4).

Para avaliacdo do perfil quantitativo considerou-se uma faixa de
teor (Tabela 3) que compreendeu os limites de 5% acima e 5% abaixo do
teor encontrado no tempo zero dos experimentos. Os teores referentes as
analises dos experimentos encontrados dentro desta faixa foram
considerados como alteracdo ndo relevante em relagdo ao tempo zero.
Utilizou-se esta variacdo de 5% com base na exatiddo do método
analitico por CLAE (Tabela 2), previamente descrito (COSTA et al.,
2011).

Tabela 2: Exatiddo do método analitico para os compostos fendlicos presentes
em C. glaziovii.

Composto Recuperacéo
Meédia (%) Desvio padréo (%)
Acido clorogénico 98,9 0,2
Isoorientina 101,1 1,7
Orientina 101,6 3,8
Isovitexina 104,9 0,9

Fonte: COSTA e colaboradores (2011).

Tabela 3: Faixa de teor® dos metabdlitos secundarios considerada como
inalterada/semelhante no EB e FrMeOH.

Composto EB FrMeOH
Acido clorogénico 12,20 — 13,50 8,03-9,83

Isoorientina 5,62 - 6,34 65,30 — 72,20

Isovitexina 6,67 - 7,37 82,50 - 91,20

% Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH



Tabela 4: Exemplos de medicamentos fitoterapicos disponiveis no mercado brasileiro que utilizam faixa de teor do marcador

quimico.

Medicamento

Teor de marcador quimico

Laboratério

Acheflan®
Cordia verbenacea DC.
Antistax®
Vitis vinifera
Fisioton®
Rhodiola rosea L.
Flexive® CDM
Symphytum officinale L.
Galenogal Elixir®
Salix Alba Linné
Monaless®
Oryza sativa fermentado por
Monascus purpureus
PHITOSS®
Hedera helix L.
Prostat - HPB®
Serenoa repens
Respiratus®
Hedera helix Linné
Unha de gato®
Uncaria tomentosa
Vescaten®
Melilotus officinalis

2,3 —2,9% de alfa-humulento
3 - 7% de flavonoides totais (quercetina-3-
O-beta-D-glucuronida)
2,0 — 4,0 % de rosavina
0,2 - 0,5% de alantoina
30 - 36 mg (5 - 6%) de salicina

0,4 - 0,6% de monacolin K

hederacosideo C - 0,777mg/mL * 10%
272 — 304 mg (85 - 95%) de acidos graxos
Hederacosideo C - 0,75 mg/mL + 20%
4,5 - 5,5 mg de alcaloides totais

(mitrafilin)
4,0 - 5,4 mg (15 - 20%) de cumarina

Aché — Laboratérios Farmacéuticos S.A.
Boehringer Ingelheim do Brasil Quim. e
Farm. Ltda.

Aché — Laboratérios Farmacéuticos S.A.
Importado por: MERCK S.A.

Kley Hertz S.A. Industria e Comércio
Marjan Induastria e Comércio Ltda.
Brasterapica IndUstria Farmacéutica
Ltda.

Marjan Industria e Comércio Ltda.
Medley S.A. IndUstria Farmacéutica

Herbarium Laboratério Botanico Ltda.

Marjan Indudstria e Comércio Ltda.

Fonte: ANVISA, Bulério Eletronico.
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5.3.1 Estudos de estresse

Os estudos estresse ou de degradacdo forcada sdo realizados sob
condicdes extremas e permitem avaliar a estabilidade intrinseca do
insumo farmacéutico, fornecendo abordagens de formulagdo e indicando
tipos de adjuvantes, aditivos de protecdo especificos e de
acondicionamento, que provavelmente melhorardo a integridade do
farmaco e do produto. Por meio deste estudo é possivel, também,
demonstrar a especificidade do método analitico, principalmente quando
as informacdes disponiveis sobre os possiveis produtos de degradacédo
sdo escassas (ROLIM et al., 2009). No presente trabalho, utilizou-se
método previamente desenvolvido (COSTA et al, 2011) para
quantificacdo de compostos fendlicos em espécies de Cecropia, embora
este método ndo tenha sido anteriormente aplicado para estudos de
degradacdo forcada.

5.3.1.1 Temperatura

A influéncia da temperatura foi avaliada a 80 °C (+ 2 °C) para o
EB e FrMeOH. As amostras foram submetidas em estufa sob forma de
solucdo aquosa e po.

As solugBes apresentaram escurecimento de acordo com o
aumento do tempo de exposicdo, entretanto, ndo foi observada a
formacéo de precipitado e tampouco outra alteragdo visual significativa.
Em relagdo ao perfil qualitativo da solugdo do EB, foi observada, ja na
primeira analise (3 h), a formagdo de um produto de degradagdo com
tempo de retencdo de 9,5 minutos (Figura 14), porém este se degradou
totalmente e ndo foi mais detectado na anélise de 72 horas. O mesmo
pico ocorreu somente em tracos nas amostras em solucdo da FrMeOH.
Nao foi detectada a formacao das agliconas apigenina e luteolina durante
todo o periodo dos experimentos.

Figura 14: Cromatograma da solucdo do EB na analise de 12 horas do
experimento de temperatura a 80 °C. Em destaque produto de degradac&o.
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Os marcadores quantificados mostraram alteracfes em seus
teores durante a realizacdo do experimento nas duas amostras. O acido
clorogénico mostrou-se pouco estavel sendo observada degradacao total
até o terceiro e até o segundo dia de experimento para o EB e FrMeOH,
respectivamente. Os flavonoides também mostraram alteracdes
significativas, e ao final dos experimentos foram encontrados teores
inferiores destes compostos em comparacao ao t, para ambas as amostras
(Figuras 15). A isoorientina degradou-se totalmente entre o quarto e o
quinto dia de experimento no EB, sendo que na FrMeOH o teor
encontrado ao final do experimento foi aproximadamente 88% menor. -.

Especificamente em relacdo ao flavonoide isovitexina, foi
observado um aumento significativo de seu teor nas quatro primeiras
analises do EB de cerca de 43% (Figura 15(,). Neste mesmo periodo,
também foi observada uma reducdo na altura/intensidade dos picos com
tempo de retengdo superiores a 30 minutos, especialmente o flavonoide
isoquercitrina e o composto B. Na FrMeOH este composto apresentou
diminuicdo gradativa de seu teor durante todas as andlises, sendo
encontrado no final do experimento um teor cerca de 75% menor.

Figura 15: Teores® dos marcadores presentes no (a) EB e (b) FrMeOH em
solugéo durante o experimento de temperatura a 80 °C (x 2 °C).
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®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.

Para as amostras submetidas em forma de p6 ndo foi percebida
nenhuma alteracdo nas caracteristicas visuais durante os 60 dias de
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experimento. Em relacdo ao perfil qualitativo do EB foi observada a
formacdo de um produto de degradacdo a partir terceiro dia de
experimento, com tempo de retencdo de 4,6 minutos (Figura 16). Ja para
a FrMeOH ndo foi identificada a formacgdo de produto de degradagéo.
Adicionalmente, também ndo foi detectada a formacdo de apigenina e
luteolina para ambas as amostras testadas.

Figura 16: Cromatograma do p6é do EB no sétimo dia do experimento de
temperatura 80 °C (x 2 °C). Em destaque produto de degradago.
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No EB (Figura 17) ndo foram observadas alteracBes relevantes
no teor de isoorientina (Tabela 5). O acido clorogénico apresentou
diminuigdo de aproximadamente 9% em seu teor ao final dos 60 dias de
experimento.

O flavonoide isovitexina ndo apresentou alteracdes relevantes
em seu teor durante cinco dias de experimento, porém no sétimo dia foi
verificado um aumento no teor deste flavonoide de aproximadamente
20% este que permaneceu sem alteracBes relevantes até o final do
experimento. Paralelo a este aumento, também foi observada a
diminuicdo da intensidade dos picos dos compostos com tempo de
retencdo superiores a 30 minutos nas analises por CLAE/DAD
(isoquercitrina e composto B).

Tabela 5: Teores® dos marcadores no EB na forma de p6 durante o experimento
de temperatura a 80°C (+ 2 °C).

Marcadores EB
1o 60 dias
Acido clorogénico 12,83 11,63
Isoorientina 5,98 6,15
Isovitexina 7,02 8,60

®Valores expressos em mg/g de EB.
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Figura 17: Teores® dos marcadores presentes no EB na forma de pd durante o
experimento de temperatura a 80 °C (x 2 °C).
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®Valores expressos em mg/g de EB.

Para a FrMeOH (Figura 18) foi verificada uma diminuigdo de
5% no teor de acido clorogénico ao final do experimento. Ja para 0s
flavonoides ndo foram observadas alteragdes relevantes em seus teores

em relagdo ao tempo zero (Tabela 6).

Tabela 6: Teores® dos marcadores no FrMeOH na forma de pé durante o
experimento de temperatura a 80 °C (z 2 °C).

Marcadores FrMeOH
to 60 dias
Acido clorogénico 9,10 8,46
Isoorientina 68,77 65,56
Isovitexina 87,43 85,74

®Valores expressos em mg/g de EB.

Figura 18: Teores® dos marcadores presentes na FrMeOH em forma de po
durante o experimento de temperatura a 80 °C (x 2 °C).
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®Valores expressos em mg/g de FrMeOH.
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A temperatura é um fator relevante a ser considerado no
processo de degradacdo de um insumo farmacéutico especialmente pela
dificuldade em controlar sua influéncia através de materiais de
armazenamento (BOTT; OLIVEIRA, 2007). Para as solugbes
submetidas a temperatura de 80 °C, de forma geral, foi verificada
redugdo nos teores dos marcadores quimicos analisados ja nos primeiros
dias de experimento. Por sua vez, o p6 comportou-se de forma
diferenciada a 80 °C, para o &cido clorogénico, por exemplo, foram
observadas reducfes inferiores a 10% em seu teor ao final do
experimento em relacdo a degradacdo total verificada para as amostras
em solucdo aquosa. Considerando os flavonoides, uma diminui¢do
superior a 50% no teor dos compostos foi observada para as amostras
em solucdo, sendo que para as amostras em pd ndo foram encontrados
alteragdes relevantes nos teores destes compostos para ambas amostras,
com exce¢do do aumento no teor de isovitexina no EB aliado a
diminuigdo de intensidade do composto B.

5.3.1.2 Luz UV

A influéncia da luz ultravioleta (254 nm) foi avaliada no EB e
FrMeOH nas formas de solucdo e p6. Foram observadas alteragdes de
coloragdo das solugdes nas duas amostras, visto que estas se tornaram
escurecidas de acordo com o aumento do tempo de exposicdo a luz UV.
Por outro lado, o p6 ndo apresentou mudancas visuais aparentes.

As soluges das duas amostras mostraram-se instaveis frente ao
estresse por luz ultravioleta, sendo observada uma diminuicdo dos teores
dos trés metabolitos ao final dos experimentos (Tabela 7). No entanto,
nas metodologias por CLAE empregadas para avaliacdo do perfil
qualitativo, ndo foi observada formacdo de produtos de degradagéo.

Tabela 7: Teores® dos marcadores no EB e FrMeOH na forma de solugio
durante o experimento de exposic¢éo a luz UV (254 nm).

Marcadores EB FrMeOH
to 72 horas to 72 horas
Acido clorogénico 12,83 4,74 9,38 6,88
Isoorientina 5,98 3,79 68,77 56,22
Isovitexina 7,02 4,87 86,88 75,87

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.

Cabe destacar, também, que os marcadores analisados
apresentam valores maiores de degradacdo no EB quando comparados a
FrMeOH (Figura 19). O &cido clorogénico, por exemplo, apresentou
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uma diminuicdo de 63% no EB enquanto na FrMeOH esta diminuigdo
foi de 24%. O mesmo ocorreu para os flavonoides isoorientina e
isovitexina, que no EB apresentaram valores de 37% e 31%, enquanto na
FrMeOH a diminuigéo foi de apenas 18% e 13%, respectivamente.

Figura 19: Teores® dos marcadores presentes na solucdo (a) EB e (b) FrMeOH
durante exposicdo a luz UV (254 nm).
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O perfil quantitativo das duas amostras em p6 indicou variacdo
relevante para o acido clorogénico ao final dos experimentos (Tabela 8).
Comparativamente, no EB este metab6lito apresentou um teor 29,95%
menor, enquanto na FrMeOH este teor foi de 12,69%. Para o0s
flavonoides foram observadas diminui¢cGes nos teores para as duas
amostras, no EB a isoorientina apresentou diminuicdo de
aproximadamente 9% enquanto a isovitexina apresentou 6%, e para a
FrMeOH foram encontrados valores respectivos a 10% e 7% para estes
compostos (Figura 20).

Tabela 8: Teores® dos marcadores no EB e FrMeOH na forma de p6 durante o
experimento de exposicéo a luz UV (254 nm).

Marcadores EB FrMeOH
to 60 dias to 60 dias
Acido clorogénico 12,83 8,09 9,38 7,15
Isoorientina 5,98 5,42 68,77 61,87
Isovitexina 7,02 6,59 86,88 80,91

®Valores expressos em mg/g de extrato/FrMeOH.
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Figura 20: Teores® dos marcadores presentes no po (a) EB e (b) FrMeOH
durante o experimento de exposic¢éo a luz UV (254 nm).

15 -~ - - - @)
OAcido clorogénico  ®Isoorientina B [sovitexina

(b)

t0 1dia 3dias 5dias 7dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias 45 dias 60 dias

®Valores expressos em mg/g EB/FrMeOH.

5.3.1.3 Hidrdlise

5.3.2.3.1 Hidrdlise por refluxo

O EB e a FrMeOH foram submetidas a condic6es de hidrolise
acida (HCI 0,1N), alcalina (NaOH 0,1N) e neutra sob refluxo a 100 °C.
A possivel formacdo de apigenina e luteolina, em virtude das condi¢Bes
de hidrolise impostas nos experimentos, foi monitorada em todas as
andlises, contudo néo foi verificada a formagao destes compostos.

As analises do perfil qualitativo na hidrdlise acida mostraram
um produto de degradagdo formado nas duas amostras, com tempo de
retengdo de 17,9 minutos (Figura 21). Ainda para o EB, foi observado
outro pico adicional com tempo de retengdo de 9,5 minutos, o qual
também foi detectado no experimento de temperatura do EB em solucédo
(Figura 14).
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Figura 21: Cromatograma do EB na primeira hora de experimento de hidrélise
4cida (HCI 0,1 N). Em destaque os produtos de degradagdo formados.
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O 4cido clorogénico mostrou-se instavel frente as condigdes
cidas de hidrélise nas duas amostras. No EB (Figura 22) ao final do
experimento foi verificada uma diminuicdo de aproximadamente 56%
no teor deste marcador, enquanto na FrMeOH (Figura 24) foi observada
sua degradacdo total entre a segunda e a terceira hora de experimento.

No EB (tabela 9), o flavonoide isoorientina ndo apresentou
alteracdo relevante em seu teor durante todas as analises do experimento.
Ja para a isovitexina, observou-se um aumento no seu teor em cerca de
75% na primeira analise, e ap6s esta alteracdo, o teor permaneceu com
apenas pequenas alteracdes até o final do experimento (Figura 22).

Tabela 9: Teores® dos metabolitos no EB durante o experimento de hidrélise
acida (HCI 0,1 N) por refluxo.

Marcadores EB
) to 8 horas
Acido clorogénico 12,83 5,65
Isoorientina 5,98 6,45
Isovitexina 7,02 12,9

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.
n.d.: ndo detectével
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Figura 22: Teores® dos marcadores presentes no EB durante o experimento de
hidrdlise acida (HCI 0,1 N) sob refluxo.
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Ainda em relacdo ao perfil qualitativo do EB, mais
especificamente aos compostos A e B, observou-se uma diminuicdo da
intensidade destes compostos durante o experimento (Figura 23). O
composto B (t 37,4), juntamente com o 4acido clorogénico e os
flavonoides isoorientina e isovitexina, sdo 0s compostos majoritarios do
EB (Figura 9(). Considerando a degradacdo total do composto B sob
condicdo de hidrolise acida ja na primeira hora do experimento e o
aumento consideravel do flavonoide isovitexina, relatado anteriormente,
também na primeira hora de experimento, considera-se a hip6tese do
composto B influenciar no aumento do teor da isovitexina, visto que a
soma das areas dos produtos de degradagdo observados ndo €
equivalente a area do composto B.

Figura 23: Perfil cromatografico do EB na primeira hora do experimento de
hidrélise acida (HCI 0,1 N) sob refluxo. Em destaque, degradacdo total do
composto B.
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O perfil quantitativo da FrMeOH no experimento de hidrolise
4cida apresentou-se diferente ao do EB em relacdo aos flavonoides
(Figura 24). Foi verificada também uma diminuicdo gradativa do teor de
isoorientina, sendo que ao final do experimento o teor encontrado foi
aproximadamente 34% menor em relacdo ao tp (Tabela 10). Paralela a
esta diminuicdo foi observado o aumento da intensidade do flavonoide
orientina, o qual apresentava intensidade muito baixa no tempo zero da
FrMeOH (Figura 25). A isovitexina ndo apresentou alteracfes relevantes
de teor durante o experimento.

Tabela 10: Teores® dos marcadores na FrMeOH durante o experimento de
hidrolise acida (HCI 0,1 N) por refluxo.

Marcadores FrMeOH
to 8 horas
Acido clorogénico 9,38 n.d.
Isoorientina 68,77 45,40
Isovitexina 86,88 83,91

®Valores expressos em mg/g de FrMeOH.
n.d.: ndo detectavel

Figura 24: Teores® dos marcadores presentes na FrMeOH durante o experimento
de hidrolise &cida (HCI 0,1 N) sob refluxo.
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®Valores expressos em mg/g de FrMeOH.

O aumento da intensidade do composto orientina (Figura 25)
pode ocorrer em fungdo da presenca do seu isdbmero isoorientina na
amostra avaliadas, pois em meio acido estes compostos sdo suscetiveis
ao rearranjo de Wessely-Moser (MARKHAM, 1982) hipotese ja descrita
no item 2.2.1.1 da revisdo da literatura do presente trabalho. Entretanto
sdo necessarias analises com o composto isolado e com teor conhecido
de orientina para confirmacao da ocorréncia deste rearranjo.
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Figura 25: Perfil cromatografico da FrMeOH (a) tempo zero e (b) 8 horas de
experimento de hidrélise acida (HCI 0,1 N) sob refluxo. Em destaque, aumento
da intensidade do composto orientina.

@

A o

(1) Acido clorogénico; (2) Isoorientina; (3) orientina; (4) Isovitexina; (A)
Composto desconhecido A; (B) Composto desconhecido B.

Ao final do experimento na FrMeOH ainda foi possivel
visualizar no perfil qualitativo que os compostos A e B degradaram
totalmente (Figura 25¢,), enquanto os flavonoides C-glicosilados foram
encontrados apesar das alteracdes no teor de isoorientina. Diante do
exposto para hidrdlise acida nas duas amostras, durante oito horas de
experimento, foi observado que os flavonoides C-glicosideos
apresentaram-se mais estaveis em comparacdo ao &cido clorogénico,
hipotese esta ja descrita previamente na literatura (HARBORNE;
MABRY, 1982; ANDERSEN, MARKHAM; 2006).

A condicdo de hidrélise alcalina, por sua vez, demonstrou forte
interferéncia no perfil quali e quantitativo das amostras. Foi observado
um produto de degradacdo para as duas amostras na primeira analise do
experimento, com tempo de retencdo de 17,9 minutos (Figura 26).
Porém, este composto degrada-se rapidamente, ndo sendo mais
detectado a partir da terceira hora de experimento. Os compostos com
tempo de retencdo acima de 30 minutos (isoquercitrina e composto B)
sofreram degradacdo ja na primeira analise para as duas amostras.
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Figura 26: Perfil cromatografico em (a) EB e (b) FrMeOH na primeira hora do
experimento de hidrdlise alcalina sob refluxo. Em destaque da esquerda para
direita o produto de degradacéo formado e o desaparecimento da isoquercitrina
e composto B.
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O teor do acido clorogénico apresentou rapida diminuicdo, ndo
sendo possivel quantifica-lo a partir da terceira hora de experimento no
EB, além de ja ndo ser detectado na primeira analise do experimento na
FrMeOH. A isoorientina apresentou redugdo no teor durante todo o
experimento, degradando-se totalmente no EB entre trés e quatro horas
de experimento, e entre quatro e seis horas na FrMeOH (Figura 27).

O flavonoide isovitexina apresentou novamente aumento no seu
teor de cerca de 35% , identificado j& na primeira analise do EB. No
entanto, as analises posteriores demonstraram uma diminuic¢do gradativa
deste teor até o final do experimento. Em relacdo & FrMeOH, foi
verificada uma reducédo do teor deste flavonoide durante todo o periodo
do experimento (Tabela 11).

Tabela 11: Teores® dos metabolitos no EB e FrMeOH durante o experimento de
hidrolise alcalina (NaOH 0,1 N) por refluxo.

Marcadores EB FrMeOH
to 8 horas to 8 horas
Acido clorogénico 12,83 n.d. 9,38 n.d.
Isoorientina 5,98 n.d. 68,77 n.d.
Isovitexina 7,02 6,05 86,88 44,89

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.
n.d.: ndo detectavel.
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Figura 27: Gréfico demonstrando os teores® dos marcadores presentes (a) EB e
(b) FrMeOH durante o experimento de hidrélise alcalina (NaOH 0,1 N) sob
refluxo.
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®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.

A hidrélise alcalina provocou maiores alteragdes em relagdo aos
flavonoides presentes nas duas amostras quando comparada a hidrélise
cida. Contudo, a metodologia utilizada para identificagdo de produtos
de degradacdo e a possibilidade de formacdo de apigenina e luteolina,
ndo foi suficiente para compreender este processo de degradagdo. Dados
na literatura mostram que a condicdo alcalina de hidrélise conduziria a
abertura do anel C, produzindo dois fragmentos compostos do anel A e
anel B (Figura 28). Reacdo semelhante foi demonstrada por Zhang e
colaboradores (2007) para o metabolismo dos flavonoides isoorientina e
isovitexina, previamente relatado (item 2.2.3.1.1). Anélises posteriores
devem ser conduzidas para identificar a possivel formacdo destes
compostos com o objetivo de compreender o processo de degradacdo
visualizado para os flavonoides em meio alcalino.

Figura 28: Clivagem alcalina geral para flavonoides
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Fonte: MARKHAM, 1982.
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O comportamento das amostras sob condigcdo de hidrolise
neutra também foi avaliado. Em relagdo ao perfil qualitativo, foi
observada a formagdo de um produto de degradacdo no EB, com tempo
de retencdo de 9,5 minutos, 0 mesmo ja relatado no experimento de
temperatura para a mesma amostra EB (Figura 14). N&o foram
detectados picos adicionais para FrMeOH nas analises por CLAE/DAD.

O 4cido clorogénico  demonstrou  degradacdo  de
aproximadamente 63% no final do experimento no EB. J& na FrMeOH
foi observada sua degradacdo total entre a segunda e a terceira hora de
experimento (Tabela 11). O flavonoide isoorientina ndo apresentou
alteracdo relevante em seu teor nas duas amostras avaliadas. Para a
isovitexina, foi observado no EB um aumento de cerca de 28% em seu
teor no final do experimento, embora na FrMeOH os teores deste
composto ndo tenham apresentado alteracdo significativa (Figura 29).

Tabela 12: Teores® de metabélitos presentes no EB e FrMeOH durante o
experimento de hidroélise neutra sob refluxo.

Marcadores EB FrMeOH
to 8 horas to 8 horas
Acido clorogénico 12,83 4,24 9,38 n.d.
Isoorientina 5,98 5,40 68,77 63,66
Isovitexina 7,02 9,89 86,88 79.78

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.
n.d.: ndo detectavel

Figura 29: Teores® dos marcadores presentes (a) EB e (b) FrMeOH durante o
experimento de hidrélise neutra sob refluxo.
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®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.
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5.3.1.3.2 Hidrdlise por micro-ondas

As amostras foram avaliadas em condi¢des de hidrolise alcalina
e acida acelerada por equipamento de micro-ondas. As reacdes foram
realizadas na ordem de minutos, e foi possivel comparar estes resultados
com os obtidos pela técnica de refluxo, realizada em horas. O perfil
qualitativo obtido foi semelhante ao ja descrito para as hidrélises em
refluxo. A semelhanca entre os teores obtidos entre as duas técnicas esta
demonstrada na figura 30.

Figura 30: Comparagdo entre as metodologias utilizadas para 0s experimentos
de hidrolise por refluxo e micro-ondas.

Extrato bruto - Hidrélise acida FrMeOH - Hidrdlise acida
15 100
OMO -10 min 8 RF - 4 horas OMO - 7 min ®RF - 1 hora
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Extrato bruto - Hidrolise alcalina FrMeOH - Hidrdlise alcalina
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OMO -1 min ®RF - 1 hora OMO-1min ®RF-1hora
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g 5 £
‘ i 25
0 - T T 0 : :
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ACG- é&cido clorogénico; ISOOR - Isoorientina; ISOV -lIsovitexina; MO-
micro-ondas; RF- refluxo.
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Os teores obtidos para os trés marcadores e para as duas
amostras teste, relatados anteriormente, foram correlacionados para as
duas técnicas utilizadas, sendo verificada uma correlacdo significativa
(P=0,9964) e linear (r’=0,9929) evidenciando a efetividade da técnica
de micro-ondas em relacdo ao tradicional refluxo utilizado para reacdes
de hidrdlise (Figura 31).

Figura 31: Gréafico de correlacdo entre os teores obtidos para os trés
marcadores (acido clorogénico, isoorientina e isovitexina) nas duas
técnicas empregadas, micro-ondas e refluxo, para hidrdlise alcalina e
4cida (P= 0,9964) (r*=0,9929).
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Reacdes com auxilio de equipamentos micro-ondas podem ser
aplicadas com bastante efetividade para qualquer esquema de reacao,
com o objetivo de obter rendimentos melhores e mais rapidos (HAYES,
2002). Embora os resultados obtidos pelas duas técnicas de hidrolise
tenham sido semelhantes, o tempo de realizacdo dos estudos foi
diferenciado. As reacBes em micro-ondas foram realizadas em um
tempo de duracdo maximo de 10 minutos, enquanto na técnica de
refluxo este tempo foi de 1 a 4 horas. Desta forma, a técnica de micro-
ondas, promove além da economia de tempo uma reducdo no tempo de
exposicdo das amostras a altas temperaturas quando comparada com o
sistema de refluxo.
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5.3.1.4 Oxidacéo

O efeito do peroxido de hidrogénio como agente oxidante foi
avaliado nas concentragdes de 3, 10 e 30% no EB e FrMeOH durante
cinco horas. Nao foram verificadas alteracfes relevantes nos perfis quali
e quantitativo das amostras nas concentracGes de 3% e 10% de peréxido
de hidrogénio (Figura 32).

Figura 32: Teores dos marcadores no EB e FrMeOH submetidas a oxida¢do com
H,0, nas concentra¢des de 3% e 10%.
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Com base nestes resultados, foi realizado novo experimento
durante 24 horas com peroxido de hidrogénio 30%. O peroxido de
hidrogénio 30% ndo alterou o perfil qualitativo das amostras, assim
como ndo foi detectada a formacdo de produtos de degradacdo. Porém
foram verificadas alteracdes no perfil quantitativo das amostras.

No EB, ndo foram detectadas alteragBes significativas em
relacdo ao tempo zero para o &cido clorogénico e isoorientina durante as
24 horas de experimento (Tabela 13). Especificamente para a isovitexina
ndo foi verificada alteracdo relevante no seu teor na primeira analise do
experimento (Figura 33). Contudo, nas analises seguintes (12 — 24h) foi
verificado um aumento gradativo em seu teor, novamente paralelo a
diminuicdo da intensidade do composto B. Ao final do experimento foi
verificado um aumento no teor de isovitexina de aproximadamente 29%.

Tabela 13: Teores® de metabdlitos presentes no EB durante o experimento de
oxidagdo com H,0, 30%.

Marcadores EB
to 24 horas
Acido clorogénico 12,83 12,33
Isoorientina 5,98 6,32
Isovitexina 7,02 9,99

®Valores expressos em mg/g de EB
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Figura 33: Teores® dos marcadores presentes no EB durante o experimento de
oxidagdo com H,0, 30%.
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Em relacdo a FrMeOH (Figura 34), nao foi observada alteragéo
no perfil qualitativo durante todo experimento. Para o perfil quantitativo,
uma diminuicdo de intensidade de todos os picos presentes no
cromatograma foi verificada (Tabela 14).

Tabela 14: Teores® de metabdlitos presentes na FrMeOH durante o experimento
de oxidacdo com H,0, 30%.

Marcadores FrMeOH
to 24 horas
Acido clorogénico 9,38 7,84
Isoorientina 68,77 52,51
Isovitexina 86,88 67,20

®Valores expressos em mg/g de EB.

Figura 34: Teores® dos marcadores presentes na FrMeOH durante o experimento
de oxidagdo com H,0, 30%.
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Segundo RICE-EVANS (2001), os flavonoides sdo relatados
como agentes antioxidantes por meio de diversas propriedades, entre
elas, a agdo como scavengers de espécies ativas de oxigénio (EAO). As
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caracteristicas estruturais principais atribuidas a esta atividade, estdo
relacionadas ao ndmero e posicdo de suas hidroxilas fendlicas ligadas ao
nucleo flavbnico, como por exemplo, o grupo catecol (3°, 4’- dihidroxi)
no anel B, e a insaturacdo entre os carbonos 2 e 3 do anel C (Figura 35).
Neste caso, 0 grupo catecol esta presente nos flavonoides de nulcleo
luteolina (isoorientina e orientina). Por outro lado, 0s compostos
isovitexina, composto A e composto B ndo apresentam a hidroxila do C-
3°, caracteristica estrutural tipica de nucleos apigenina, além da
insaturacdo entre os carbonos 2 e 3 do anel C, caracteristica de
flavonoides de nucleo flavona.

Figura 35: Caracteristicas estruturais atribuidas a atividade antioxidante dos
flavonoides.

oH <4~

Fonte: Adaptado de RICE-EVANS (2001).

O EB e a FrMeOH mostraram-se resistentes a oxidacdo imposta
por meio do agente peréxido de hidrogénio nas concentragdes de 3 e
10%. No entanto, os flavonoides presentes de forma majoritaria na
FrMeOH apos seis horas de experimento com H,O, 30% tiveram seus
teores diminuidos, enquanto o composto B no EB, também se mostrou
sensivel a esta condicdo de oxidacéo.

5.3.2 Estudos sob condig¢des de refrigeracéo

O perfil quali e quantitativo das duas amostras também foi
avaliado em condicGes de refrigeragdo com temperatura de 4 °C (x 2 °C)
durante o periodo de 30 dias. Para analise dos teores dos marcadores foi
atribuida uma faixa de teor considerando novamente a exatiddo do
método analitico em relagdo ao tempo zero do experimento (Tabela 15).
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Tabela 15: Faixa de teor® dos marcadores considerada como
inalterada/semelhante no EB e FrMeOH para o experimento de temperatura de
refrigeracao.

Composto EB FrMeOH
Acido clorogénico 10,37 — 11,46 8,39-9,27

Isoorientina 4,93 -5,45 58,29 — 64,43

Isovitexina 6,12 - 6,77 75,22 - 83,14

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH

As solucdes das duas amostras ndo apresentaram mudancgas na
sua caracteristica visual, e o perfil qualitativo manteve-se inalterado
durante todo experimento. Adicionalmente, também ndo foram
identificadas alteragcBes relevantes nos teores (Tabela 16) dos trés
marcadores avaliados (Figura 36).

Tabela 16: Teores® dos marcadores no EB e FrMeOH durante o experimento de
temperatura a 4 °C (x 2 °C).

Marcadores EB FrMeOH
to 30 dias to 30 dias
Acido clorogénico 10,92 11,40 8,83 9,09
Isoorientina 5,19 5,39 61,36 62,21
Isovitexina 6,45 6,73 79,18 79,93

®Valores expressos em mg/g de EB/FrMeOH.

Figura 36: Teores® dos marcadores presentes (a) EB e (b) FrMeOH durante o
experimento sob condigGes de refrigeracio (4 °C).
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5.3.3 Estudo de Estabilidade Acelerada

Conforme RDC 45 (Brasil, 2012) “os estudos de estabilidade
acelerada sdo projetados para acelerar possivel degradacéo quimica ou
fisica e/ou mudancas fisicas de insumos ativo em condicdes forcadas de
armazenamento”. As condi¢Bes climaticas previstas para a realizacdo
dos estudos acelerados sdo 40 °C (* 2 °C) e 75% (+ 5%) de umidade
relativa para insumos farmacéuticos ativos em condicdes de até 30 °C.
Nestas condicdes as amostras apresentaram caracteristicas visuais
distintas ja no primeiro més do estudo. O EB adquiriu caracteristica de
liquido enquanto a FrMeOH ficou completamente aderida a superficie
(Figura 37).

Figura 37: Fotografias ilustrativas das amostras durante o estudo de estabilidade
acelerada (40 °C + 2 °C / 75% #* 5% de umidade relativa) (a) tempo zero, (b)
sexto més.

Fonte: O autor.

O perfil cromatografico do EB também apresentou
modificagcdes no primeiro més do experimento, sendo possivel perceber
uma degradacdo total dos compostos que possuem tempo de retengdo
superior a 30 minutos (Figura 38). Comportamento semelhante foi
observado para a FrMeOH (Figura 39), porém a degradacao total destes
compostos foi verificada apenas a partir do quarto més do experimento.
N&o foi observada formagdo de produtos de degradagdo, e tampouco a
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formacdo das agliconas apigenina e luteolina durante o periodo do
experimento.

Figura 38: Cromatogramas do EB em (a) t, e (b) primeiro més do estudo de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C / 75% + 5% de umidade relativa). Em
destaque, degradacédo da isoquecitrina e do composto B.

” (@)

I
‘l | o) /"
. —*»Nr--—-ww—‘w'—”“-m—"' L._Jﬂu_w.w\a‘ “.J\J\J ‘U l«-»»\J‘ "‘a}’\.w._," ‘L,_,‘__

(b)

- __MWWM,J L

Figura 39: Cromatogramas da FrMeOH em (a) t, e (b) quarto més do estudo de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C / 75% + 5% de umidade relativa). Em
destaque, degradacédo da isoquecitrina e composto B.
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No EB, os trés compostos utilizados como marcadores
apresentaram degradacdo significativa ao final do experimento (Tabela
17). O é&cido clorogénico apresentou uma diminuigdo superior a 50% de
seu teor inicial (55,57%) ja na analise do primeiro més. A isoorientina



101

demonstrou reducgdo no teor durante todo o experimento. A isovitexina
apresentou um aumento cerca de 14% no primeiro més do experimento,
porém nas analises dos meses seguintes foi observado decaimento
gradativo destes teores até o final do experimento (Figura 40).

Tabela 17: Teores® dos metabdlitos no EB durante o estudo de estabilidade
acelerada (40 °C + 2 °C/75% * 5% de umidade relativa).

Marcadores EB
to 6 meses
Acido clorogénico 12,83 5,70
Isoorientina 5,98 3,38
Isovitexina 7,02 4,17

®Valores expressos em mg/g de EB.

Figura 40: Teores® dos marcadores presentes no EB durante o estudo de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C / 75% =+ 5% de umidade relativa).
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A FrMeOH apresentou comportamento diferenciado para 0s
flavonoides quando comparado ao EB (Figura 41). O composto
isoorientina ndo apresentou diferenca de teor relevante no final do
experimento (Tabela 18). O teor de isovitexina manteve-se sem
alteracdes relevantes até o segundo més do experimento (86,88 — 89,09
mg/g), porém, a partir do terceiro més houve aumento relevante, sendo
que ao final do sexto més  este flavonoide apresentou teor
aproximadamente 25% maior comparado ao t,. O &cido clorogénico
mostrou comportamento semelhante ao EB, demonstrando degradagéo a
partir do primeiro més do experimento sendo verificada uma diminuigdo
de 21% no sexto més quando comparada ao t.
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Tabela 18: Teores® dos metabdlitos na FrMeOH durante o estudo de estabilidade
acelerada (40 °C + 2 °C / 75% + 5% de umidade relativa).

Marcadores FrMeOH
to 6 meses
Acido clorogénico 9,38 5,70
Isoorientina 68,77 71,31
Isovitexina 86,88 108,63

®Valores expressos em mg/g de FrMeOH.

Figura 41: Teores® dos marcadores presentes na FrMeOH durante o estudo de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C / 75% + 5% de umidade relativa).
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Os resultados deste experimento sugerem que o0 4&cido
clorogénico, acido fendlico presente nas duas amostras, apresenta certa
instabilidade, porém na FrMeOH sua degradacdo foi aproximadamente
duas vezes menor, quando comparada ao EB, possivelmente pelos teores
inferiores deste composto na FrMeOH em relagdo ao EB. Em relacéo os
flavonoides, foi observada maior estabilidade destes compostos em
relacdo ao &cido fenodlico, sendo que a fragdo enriquecida (FrMeOH)
demonstrou maior estabilidade para os trés compostos avaliados em
relacdo ao seu extrato de origem (EB).

Considerando os estudos realizados sob condigcBes de
refrigeragdo (4 °C), em que as amostras mantiveram-se estaveis, sugere-
se que as condi¢des de armazenamento do EB e fracdo sejam entre 2 e 8
°C. Desta forma, novos estudos acelerados devem ser realizados,
utilizando as seguintes condigdes: 25 °C + 2 °C/60% * 5% de umidade
relativa, conforme previsto na resolugdo (BRASIL, 2012).
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Conclusdes e Perspectivas
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os medicamentos fitoterapicos consistem em misturas
complexas de diversos componentes, e, na maioria dos casos, 0S
compostos responsaveis pelos efeitos terapéuticos sdo desconhecidos
(EMEA, 2009). Dessa forma, a padronizacdo do perfil quimico é o
primeiro passo para o estabelecimento de uma atividade biol6gica segura
e reprodutivel (MAITI et al., 2011).

Os produtos naturais, assim como qualquer substancia
farmacologicamente ativa, podem estar propensos a degradagdo,
especialmente durante o seu periodo de armazenamento, levando a uma
possivel perda dos componentes ativos, producdo de metabolitos sem
atividade, e em casos extremos, producéo de metabdlitos toxicos. Com o
avanco da utilizacdo de produtos & base de plantas, foi observado que
muitos constituintes podem reagir entre si, despertando a preocupagédo
sobre a estabilidade destes compostos e formula¢ées (THAKUR et al.,
2011).

A aplicagdo dos testes de estabilidade em produtos com base
natural é um desafio, pois 0 extrato vegetal em sua totalidade é
considerado matéria-prima ativa, independente dos componentes
responsaveis pela atividade terapéutica serem conhecidos (MAITI et al.,
2011). Segundo uma publicagdo do European Medicines Agency
(EMEA, 2009), estabelecer cenérios especificos em relacdo a
estabilidade de preparagdes a base de produtos naturais € considerada de
importancia primaria.

Admitindo as consideragdes acima, a proposta de realizagdo
deste trabalho teve como base conhecer o comportamento dos
compostos presentes na matéria-prima vegetal quando submetidos a
condicdes de estabilidade aceleradas e também a condicdes de estresse,
realizados no extrato bruto e em uma fracdo enriquecida nos compostos
majoritarios e biologicamente ativos do extrato, neste caso, 0S
flavonoides. Os estudos de estabilidade realizados forneceram
informacdes relevantes que podem auxiliar no desenvolvimento de uma
formulagdo com maior conhecimento das propriedades quimicas da
matriz vegetal.

O extrato aquoso de Cecropia glaziovii é constituido por
compostos fendlicos, e, entre eles estdo presentes duas classes de
metabolitos secundarios, os acidos fendlicos e os flavonoides. Em
relagdo aos &cidos fenolicos, o &cido clorogénico faz parte dos
compostos majoritarios do extrato aquoso. Considerando os flavonoides,
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esses compostos estdo presentes em sua forma conjugada a moléculas de
acUcar, destacando-se como compostos majoritarios os flavonoides C-
glicosideos isoorientina e isovitexina, e em menor escala, a orientina e a
isoquercitrina, sendo este ultimo um flavonoide tipo O-glicosideo. Ainda
sdo encontrados outros dois compostos, codificados como compostos A
e B, sendo também o composto B um dos constituintes majoritarios do
extrato bruto.

A respeito dos compostos desconhecidos no extrato bruto,
andlises cromatograficas e espectrofotométricas permitiram inferir que
estes compostos também pertencem a classe dos flavonoides. Para o
composto A, foi possivel observar caracteristicas estruturais por RMN
'H que confirmam a ocorréncia de um flavonoide pertencente a classe
das flavonas com nucleo do tipo apigenina, e a partir da massa total do
composto obtida por espectrometria de massas sugere-se a presenca de
dois residuos de agucar ligados a este flavonoide. Ja para o composto B,
sugere-se a ocorréncia também de um flavonoide pertencente as flavonas
com nucleo do tipo apigenina, mas a presenca de um residuo de agUcar e
de uma acetila na molécula.

Analises da fracdo enriquecida (FrMeOH) confirmaram que esta
era constituida majoritariamente  pelos compostos isovitexina,
isoorientina, composto A, composto B e orientina. O acido clorogénico
também esta presente, porém, ao contrario do extrato bruto, este é
minoritario na FrMeOH quando comparado aos flavonoides.

Em relacdo aos estudos de estabilidade realizados, cabe destacar
que nos testes envolvendo estresse, sdo utilizadas condicfes extremas, as
quais fornecem informagdes sobre as rotas de degradacdo dos produtos
que poderiam ser produzidos durante o periodo de armazenamento
(SINGH; BAKSHI, 2002; SILVA et al, 2009). Os estudos de
estabilidade acelerada tiveram como objetivo acelerar a degradacéo
quimica e/ou gerar mudancas fisicas em condicbes forcadas de
armazenamento, dados que poderiam permitir estabelecer um prazo de
validade dependendo da reducdo do teor da substancia ativa (NETTO et
al., 2006; SILVA et al., 2009).

Devido & grande variabilidade climatica, o mundo foi
subdividido em zonas com diferentes especificagdes de temperatura e
umidade, para possibilitar a comercializacdo dos produtos em zonas
climéticas distintas (BOTT; OLIVEIRA, 2007). O Brasil internalizou as
condigdes estabelecidas para zona IV pela OMS, caracteristica de regido
quente e Gmida, com temperatura de 30 °C (x2 °C) e 75% (+5%) de
umidade relativa (BRASIL, 2005). A partir disso, foram estabelecidas as
condigdes climaticas para realizagdo dos estudos de estabilidade
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acelerada (40 °C + 2 °C e 75% UR * 5% UR) para insumos
farmacéuticos ativos com condicio de armazenamento de até 30 °C
(BRASIL, 2012).

A umidade imposta neste experimento demonstrou influenciar
nas caracteristicas fisicas das duas amostras, pois ambas perderam o
aspecto de pdé ja no primeiro més do experimento. Adicionalmente,
também foi verificado que no primeiro més de experimento com o EB,
ocorreu desaparecimento do composto B e do flavonoide O-glicosideo
isoquercitrina, demonstrando a sensibilidade destes compostos frente as
condi¢des forcadas de armazenamento. Ao final dos seis meses de
experimento, 0s trés metabdlitos selecionados (&cido clorogénico,
isoorientina e isovitexina) apresentaram degradacao.

Especificamente para a isovitexina foi verificado um aumento
relevante de teor em parte dos experimentos realizados (Tabela 19)
especialmente para o extrato bruto, amostra na qual o composto B é o
constituinte majoritario.

Tabela 19: Experimentos nos quais foi detectado aumento no teor de isovitexina.

Experimento Amostra e periodo da analise Teor?
Temperatura 80 °C - Solugio EB —0a 12 horas 1,68%
Temperatura 80 °C - P6 EB -7 a 60 dias 7,70%
Hidrolise acida (Refluxo) EB — 1 a8 horas 65,59%
Hidrolise alcalina (Refluxo) EB —t,a 1l hora 21,43%
Hidrdlise neutra EB - t,a 8 horas 26,95%
Oxidacéo (H,0, 30%) EB - t,a 24 horas 28,24%
Estabilidade acelerada EB —t,a 1 més 3,36%
Estabilidade acelerada FrMeOH — 3 a 6 meses 13,67%

®Valores expressos em percentual de aumento correspondentes ao t, de
EB/FrMeOH.

Com auxilio das técnicas disponiveis para identificacdo do
composto B, e a partir das observagbes realizadas durante o0s
experimentos, é possivel sugerir que esse composto possui estrutura
guimica semelhante ao flavonoide isovitexina, ou seja, 0 aglicar presente
seria uma glicose alocada no Cg do anel A do ndcleo flavonico. A
presenca de uma acetila na estrutura é especulada com base no valor de
massa total obtido por espectrometria de massas, sendo este grupamento
possivelmente o responsavel pela degradagdo do composto B e formacao
da isovitexina (Figura 41). Entretanto, sdo necessarias maiores



108
investigacdes para elucidar a estrutura do composto B e confirmar essa
hipotese.

Figura 42: Hipdtese de (1) estrutura para 0 composto e possivel conversdo em
(2) isovitexina.

OH o

+
1)

OH OH

Entre os experimentos desenvolvidos com o extrato bruto,
somente a condicdo de temperatura de refrigeracdo (4 °C) ndo promoveu
alteracdes no perfil quali e quantitativo da amostra. Em relagdo as
condicBGes que promoveram alteragdes significativas, a temperatura de
80 °C e a exposicdo a luz UV (254 nm) foram avaliadas para as duas
amostras teste e, de maneira geral, as solu¢Bes apresentaram-se mais
instaveis quando comparadas ao p6. Nas analises qualitativas por CLAE
durante os experimentos, foram observadas a formacdo de produtos de
degradagdo (t. 4,6 minutos; 9,5 minutos; 17,9 minutos) os quais
apresentaram comprimento de onda inespecifico no espectro de
UV/DAD.

Para a FrMeOH foram verificados comportamentos distintos em
relacdo ao EB durante os experimentos realizados. No experimento de
estabilidade acelerada, por exemplo, o &cido clorogénico apresentou
uma degradacdo cerca de duas vezes menor em comparagdo ao EB, o
que se repete nos demais experimentos, considerando também os outros
dois metabdlitos avaliados. Entre os experimentos de estresse realizados,
0 p6 da FrMeOH apresentou alteragdo somente no teor de &cido
clorogénico sob temperatura de 80 °C. Em temperatura de refrigeracdo
(4 °C) ndo foram observadas alteracBes relevantes dos metabolitos
avaliados.

Entre os objetivos envolvidos na realizago de testes de estresse
¢ priorizado o desenvolvimento e validacdo de metodologias indicativas
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de estabilidade (SILVA et al.,, 2009; SEHRAWAT; MAITHANI;
SINGH, 2010). Considerando os resultados obtidos nos experimentos
de estresse foi possivel estabelecer que o método utilizado pode ser
classificado como indicativo de estabilidade, uma vez que foram
observadas alteracdes no teor dos marcadores bem como a formacéo de
produtos de degradacéo (Tabela 20).

Tabela 20: Estudos de estabilidade submetidos ao EB e FrMeOH e formacéo de
produto de degradago.

Amostra Experimento Periodo da  Produto de degradagéo

analise (t)?

EB Temperatura 80 °C 12 horas 9,5
(solucéo)

EB Temperatura 80 °C 7 dias 4,6

(po)

EB Hidrolise acida 1 hora 17,9
(refluxo)

EB Hidrolise acida 1 hora 9,5
(refluxo)

EB Hidrolise alcalina 1 hora 17,9
(refluxo)

EB Hidrdlise neutra 1 hora 9,5

FrMeOH Hidrolise acida 1 hora 17,9
(refluxo)

FrMeOH Hidrolise alcalina 1 hora 17,9
(refluxo)

% tempo de retencdo expresso em minutos.

A possivel formacdo das agliconas (apigenina e luteolina) dos
flavonoides glicosilados durante a realizacdo dos experimentos de
estabilidade foi monitorada, no entanto, nao foi verificada a formagéo
destes compostos. Contudo, outra possibilidade poderiam ser o0s
compostos originados por meio da abertura do anel C, os acidos
hidroxifenilpropidnicos (&cido florético e 4&cido hidrocafeico) e
floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno) que foram descritos como
produtos do metabolismo in vivo de alguns flavonoides (RICE-EVANS,
2001; ZHANG et al., 2007). O desenvolvimento de um método analitico
para verificar a possivel formagdo destes compostos pode ser
considerado uma perspectiva para a continuidade deste trabalho.

A padronizagdo quimica completa da matriz vegetal é
complexa, laboriosa e por vezes de custo elevado (EMEA, 2009;
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SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010). Estudos relatam que na
auséncia de uma substancia especifica identificada, é possivel executar a
quantificacdo de varios marcadores e estabelecer uma relagdo fixa entre
eles que caracterize o extrato e o produto final. Como exemplo de
componentes inespecificos, os flavonoides do Ginkgo biloba L. sdo
padronizados pela relacdo fixa entre quercetina, canferol e isoramnetina,
além de lactonas terpénicas (bilobalideo, gincolideo A, B, C e E) sendo
que todos estes componentes devem ser quantificados (NETTO et al.,
2006). Nos experimentos realizados, de maneira geral, foi verificado
variagfes nos teores dos compostos escolhidos para monitorar o perfil
guantitativo das amostras (EB e FrMeOH).

Os estudos desenvolvidos com o extrato aquoso e com uma
fracdo enriquecida em flavonoides de C. glaziovii demonstram que a
investigacdo da estabilidade destes compostos é importante, visto que o
perfil quantitativo ndo se manteve o mesmo em diversas situagdes, sendo
verificada aumento/diminui¢do dos marcadores analisados assim como a
formacdo de produtos de degradacdo. Considerando 0s aspectos
anteriores, a possibilidade do estabelecimento de um teor de flavonoides
totais por CLAE para estas amostras, paralela a estudos bioguiados,
pode tornar-se ndo s6 uma alternativa, mas também uma ferramenta na
busca de uma metodologia mais eficaz para analisar a matriz estudada
no presente trabalho.
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7 CONCLUSOES

e Foram isolados dois compostos ainda ndo descritos para a
espécie C. glaziovii que apresentam caracteristicas de flavonoides
pertencentes a classe das flavonas e com ndcleo tipo apigenina.

Em relacdo aos experimentos de estabilidade desenvolvidos é possivel
concluir que:

¢ O método utilizado para analise das amostras por CLAE pode
ser classificado como indicativo de estabilidade, uma vez que foram
observadas alteragdes no teor dos marcadores bem como a formacgdo de
produtos de degradacdo durante o0s experimentos de estabilidade
realizados.

¢ Os experimentos de estabilidade realizados no EB e FrMeOH
demonstraram que o flavonoide O-glicosideo (isoquercitrina), e o acido
fendlico (acido clorogénico) apresentaram maior sensibilidade as
condicdes de estresse e de estabilidade acelerada empregadas em relagédo
aos flavonoides C-glicosideos (isoorientina, isovitexina).

* As solugfes do EB e FrMeOH mostraram-se de modo geral
mais instaveis quando comparadas ao pd, considerando que para as
amostras em solucdo foram observadas alteracbes nos teores dos
marcadores selecionados (acido clorogénico, isoorientina, isovitexina)
superiores as alteracfes observadas para o po.

* A técnica de hidrolise por micro-ondas, realizada na ordem de
minutos, demonstrou-se efetiva como a metodologia tradicional de
refluxo, realizada na ordem de horas.

e Em condicBes de refrigeracdo (4 °C), foi verificada a
manutencdo do perfil quali e quantitativo do EB e FrMeOH, visto que
ndo foram observadas alteragdes relevantes nos marcadores investigados
durante os trinta dias de experimento.
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8 PERSPECTIVAS

¢ |solar maiores quantidades dos compostos A e B para
viabilizar a elucidagdo completa das estruturas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear.

e Avaliar a influéncia das amostras submetidas aos
experimentos de estabilidade na citotoxicidade e na atividade anti-
herpética (HSV-1) detectada previamente para o EB e FrMeOH (SILVA
et al., 2010).

¢ Desenvolver novos estudos acelerados para o0 EB e FrMeOH
utilizando as condicGes previstas para produtos com armazenamento de
2a8°C (25°C + 2 °C/60% +* 5% de umidade relativa).

e Desenvolver e validar metodologia analitica para
quantificacdo de fenolicos totais e flavonoides totais por CLAE/DAD.

¢ Desenvolver método para verificar durante os experimentos
de estabilidade a possivel formacao dos compostos acido florético, cido
hidrocafeico e floroglucinol por CLAE/DAD.
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