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RESUMO

O extrato etandlico das folhas de Cissampelos sympodialis Eichl mostrou promissora
atividade em diferentes modelos animais de asma. Varios alcaloides tém sido isolados e
identificados no extrato, incluindo warifteina e metilwarifteina (bisbenzilisoquinolinicos),
assim como milonina (morfinandiendnico). Nesse trabalho descrevemos o desenvolvimento e
validagdo de método para quantificacdo simultanea dos marcadores quimicos em extratos
etanolico aplicado ao estudo da sazonalidade e o isolamento de dois alcaldides
bisbenzilisoquinolinicos. Os alcal6ides milonina, warifteina e metilwarifteina foram isolados,
purificados e quantificados em extratos etanolico bruto das folhas atraveés de metodologia
desenvolvida e validada. A warifteina e metilwarifteina foram isolados da fracdo de alcaloides
totais das raizes (FAT-r) de C. sympodialis, enquanto a milonina foi isolada da FAT-f. A
identificacdo estrutural dos alcaloides foi realizada por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e 3C, espectrometria de massas e espectrometria de infravermelho.
O método fez uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta
(278 nm), utilizando uma coluna de fase reversa C1g (250 x 4,6 mm, 5pum) e como fase movel
uma mistura de &gua-trietilamina (0,05%) (A) : metanol (B) em modo gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. (80%), 25-30 min. (60%) a um fluxo de 1 mL/min. e
tempo de corrida de 30 min. O método cromatografico desenvolvido foi validado segundo o
preconizado na Resolucdo 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, e se mostrou
linear na faixa de concentracédo utilizada (2-100 pg/mL), seletivo (com boa separacdo entre 0s
trés picos cromatograficos e interferentes), preciso (DPR%<15%), exato (bias 85-115%) e
robusto. O modelo de calibragcdo utilizada foi o de adicdo de padrdo. No estudo da
sazonalidade dos marcadores foi possivel observar que houve diminuicdo significativa da
concentracdo de milonina, warifteina e metilwarifteina entre os meses de fevereiro e abril.
Essas diminuigdes proeminentes para as trés moléculas coincidem com o periodo de
frutificacdo da planta sendo verificado o aparecimento de warifteina e metilwarifteina nos
frutos. Essa observacdo sugere a necessidade da biossintese dos alcaloides pelos frutos.
Através de técnicas espectrométricas e cromatogréafica foi isolado e identificado da FAT-r de
C. sympodialis uma mistura de epimeros a 7’- desmetilroraimina e a 1’- epi - 7’-
desmetilroraimina que sdo alcaloides bisbenzilisoquinolinicos inéditos na literatura.

Palavras-chaves: CLAE, Menispermaceae, warifteina, metilwarifteina, milonina,
Cissampelos sympodialis, variagao sazonal.



ABSTRACT

The leaf ethanolic extract of Cissampelos sympodialis showed promising activity in
different animal models of asthma. Several alkaloids have been isolated and identified in the
extract, including warifteine and methylwarifteine (bisbenzylisoquinoline), as well as
milonine (morphinandienone). In this work we describe the development and validation of a
method for simultaneous quantification of chemical markers in ethanolic extracts applied to
the study of seasonality and isolation of two bisbenzylisoquinoline alkaloids. Already for
milonine, warifteine and methylwarifteine were isolated, purified and quantified in crude
ethanolic extracts of leaves using a methodology developed and validated. The warifteine and
methylwarifteine were isolated from total alkaloid fraction of roots (TAF-r) of C. sympodialis,
whereas that the milonine was isolated from the TAF-I. The structural identification was
performed by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy of *H and **C, mass spectrometry
and infrared spectrometry. The method made use of high performance liquid chromatography
with ultraviolet detection (278 nm) using a reverse phase column Cig (250 X 4.6 mm, 5mm)
and a mobile phase mixture of water-triethylamine (0,05%) (A) : methanol (B) in order
gradient: 0-5 min. (60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min.(80%), 25-30 min. (60%). at a rate of 1
mL / min. and running time of 30 min. The chromatographic method was validated in
accordance with the recommended resolution of 899 of Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, and was linear in the concentration range used (2-100 mg / mL), selective (with
good separation between the three chromatographic peaks and interfering) and robust. The
calibration model used was of standard addition. In the study of seasonality of the markers
was observed that there was significant decrease in the concentration of milonine, warifteine
and methylwarifteine between February and April. These prominent decreases between the
months of February and April for the three molecules coincide with the fruiting period of the
plant being observed the appearance of warifteine and methylwarifteine alkaloids in the fruits.
This observation suggests the need of the biosynthesis of these alkaloids for the fruits.
Through chromatographic and spectrometric techniques was isolated and identified FAT roots
of C. sympodialis a mixture of the epimers 7’- desmetilroraimine and 1' - epi - 7'-
desmetilroraimine bisbenzylisoquinoline alkaloids that are inedited in the literature.

Keywords: HPLC, Menispermaceae, warifteine, methylwarifteine, milonine, Cissampelos
sympodialis, seasonal variation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fotos dos frutos de Cissampelos sympodialis Eichl tiradas no horto do
CBiotec em Junho de 2010.

Figura 2 - Mapa de distribuicdo da familia Menispermaceae.

Figura 3 - Cromatogramas da FAT-f (A) na concentracdo de 100 pg/mL e da FAT-r
(B) na concentragéo de 30 pg/mL.

Figura 4 - Cromatograma da solucdo dos padrdes a 50 pg/mL de milonina (A),
warifteina (B) e metilwarifteina (C) utilizando as condigdes cromatograficas obtidas
na validagdo do método.

Figura 5 - Espectro de infravermelho da milonina em KBr.

Figura 6 - Espectro de infravermelho da warifteina em KBr.

Figura 7 - Espectro de infravermelho da metilwarifteina em KBr.

Figura 8 - Espectro de massas de alta resolucdo da milonina.

Figura 9 - Espectro de massas de alta resolugdo da warifteina.

Figura 10 - Espectro de massas de alta resolucdo da metilwarifteina.

Figura 11- Espectro de RMN de *H da milonina (CsDsN, 500 MHz).

Figura 12 - Espectro de RMN de **C-APT da milonina (CsDsN, 500 MHz).

Figura 13 - Espectro de RMN de *H da warifteina (CDCl3, 500 MHz).

Figura 14 - Espectro de RMN de **C-APT da warifteina (CDCl3, 500 MHz).

Figura 15 - Espectro de RMN de *H da metilwarifteina (CDCl3, 500 MHz).

Figura 16 - Espectro de RMN de **C-APT da metilwarifteina (CDCls, 500 MHz).

Figura 17 - Processo de separacdo cromatografica de trés analitos em fungdo do
tempo

Figura 18 - Diagrama esquemaético de um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE).

Figura 19 - Espectros de UV simples mostrando A maximos para a milonina,
warifteina e metilwarifteina.

Figura 20 - Cromatograma da mistura dos padrbes a 100 pg/mL. Gradiente: 0-10
min (10%), 10-15 min. (30%), 15-25 min. (50%), 25-30 min. (70%); A = 278 nm;

28

29

46

49

50

o1

52

53

54

55

56

57

58

59

60

63

64

69



coluna Cys.

Figura 21 - Cromatograma da mistura dos padrées a 100 pg/mL. Gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-10 min. (90%), 10-25 min. (95%), 25-30 min. (60%), %); A = 278 nm;
coluna Cgs.

Figura 22 - Cromatograma da mistura dos padrées a 100 pg/mL. Gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-15 min. (70%), 15-25 min. (75%), 25-30 min. (60%); A = 278 nm; coluna
Clg.

Figura 23 - Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pg/mL. gradiente: 0-5 min.
( 60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 78%), 25-30 min. (60%) A = 278 nm; coluna
Clg.

Figura 24 - Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pg/mL em modo gradiente:
0-5 min. (60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 80%), 25-30 min. (60%). A = 278
nm; coluna Cs.

Figura 25 - Exemplo da adicdo-padrdo na determinacdo da concentracdo de
milonina, warifteina e metilwarifteina em amostras de extrato etandlico bruto das
folhas de C. sympodialis.

Figura 26 - Cromatograma da injecdo de 100 pg/mL da mistura dos padrbes
mostrando o espectro de ultravioleta da milonina, warifteina e metilwarifteina.

Figura 27 - Cromatograma da injecdo do extrato sem adicdo dos padrdes em
CLAE/DAD na seletividade do método.

Figura 28 - Cromatograma da injecdo do extrato com adi¢do de 100 pg/mL dos
padrdes em CLAE/DAD. na seletividade do método.

Figura 29 - Perfil de pureza da milonina (A), warifteina (B) e metilwarifteina (C) no
extrato sem adicdo dos marcadores obtidos em CLAE/DAD na seletividade.

Figura 30- Curvas de calibragéo obtidas no primeiro dia de avaliacdo da linearidade.
Figura 31 - Gréfico de residuos das primeiras curvas de calibracao.

Figura 32 - Cromatograma do extrato ndo adicionado de marcadores no primeiro dia
da Linearidade.

Figura 33 - Cromatograma do extrato adicionado de 50 pg/mL de marcadores no
primeiro dia da Linearidade.

Figura 34 - Cromatogramas do extrato sem adi¢do (linha escura) e do extrato
adicionado de 50 pg/mL (linha clara) sobrepostos no primeiro dia da Linearidade.

Figura 35 - Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no
primeiro dia da Linearidade.

70

71

71

72

73

77

86

87

87

88

90

90

91

91

92

92



Figura 36 - Curvas de calibracdo obtidas no segundo dia de avaliacdo da linearidade.
Figura 37 - Gréafico de residuos das segundas curvas de calibracéo.

Figura 38 - Cromatograma do extrato ndo adicionado de marcadores no segundo dia
da Linearidade.

Figura 39 - Cromatograma do extrato adicionado de 50 pg/mL de marcadores no
segundo dia da Linearidade.

Figura 40 - Cromatogramas do extrato sem adicdo (linha escura) e do extrato
adicionado de 50ug/mL (linha clara) sobrepostos no segundo dia da Linearidade.

Figura 41 - Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no
segundo dia da Linearidade.

Figura 42 - Curvas de calibracdo obtidas no terceiro dia de avaliacdo da Linearidade.
Figura 43 - Gréafico dos residuos das terceiras curvas de calibracéo.

Figura 44 - Cromatograma do extrato ndo adicionado de marcadores no terceiro dia
da Linearidade.

Figura 45 - Cromatograma do extrato adicionado de 50 pg/mL de marcadores no
terceiro dia da Linearidade.

Figura 46 - Cromatogramas do extrato sem adi¢do (linha escura) e do extrato
adicionado de 50 pg/mL (linha clara) sobrepostos no terceiro dia da Linearidade.

Figura 47 - Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no
terceiro dia da Linearidade.

Figura 48 - Fracdo aquosa do extrato (A), perfil cromatogréfico do extrato sem
adicdo (B) e cromatograma dos padrées a 100 pg/mL (C). Condiges: fluxo 1
mL/min.; modo gradiente: 5-95% em H,O (0,05% TEA) (A): MeOH (B); tempo: 65
min; A =278 nm.

Figura 49 - Curva de calibracao obtida no primeiro dia de precisdo e exatidao.

Figura 50- Grafico de residuos do primeiro dia de preciséo e exatidao.

Figura 51 - Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no
primeiro dia de andlise de precisao e exatiddo

Figura 52 - Curva de calibragéo obtida no segundo dia de preciséo e exatiddo

Figura 53 - Gréfico de residuos para a segunda curva de calibracdo na preciséo e
exatiddo

Figura 54 - Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no

94

94

95

95

96

96

98

98

99

99

100

100

101

103

104

106

108

108



segundo dia de analise de precisdo e exatidao.
Figura 55 - Curva de calibracdo obtida no terceiro dia de precisao e exatidao.

Figura 56 - Gréafico de residuos obtidos com a terceira curva de calibracdo na
precisao e exatid&o.

Figura 57 - Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no
segundo dia de analise de precisdo e exatidao.

Figura 58 - Cromatograma do extrato adicionado de 2 pg/mL de marcadores no
estudo da robustez do método.

Figura 59 - Cromatograma do extrato adicionado de 4 pg/mL de marcadores no
estudo de estabilidade a temperatura ambiente ap0s 8 horas de sua preparacao.

Figura 60 - Cromatograma do extrato filtrado adicionado de milonina, warifteina e
metilwarifteina padrdo a 100 pg/mL cada. (A) amostra ndo submetida a degradagéo
acido e (B) amostra submetida a degradacdo acido.

Figura 61 - Curvas de calibracdo obtida no estudo da sazonalidade.

Figura 62 - Gréafico de residuos da curva de calibracéo obtida na sazonalidade.

Figura 63 - Cromatograma do extrato da sazonalidade sem adi¢do dos marcadores do
més de dezembro obtido em CLAE/DAD.

Figura 64 - Perfil de pureza da milonina(A), warifteina(B) e metilwarifteina (C) no
extrato das folhas sem adi¢&o dos marcadores no estudo da sazonalidade.

Figura 65 - Cromatograma do extrato da sazonalidade com adi¢do de 50pg/mL dos
marcadores.

Figura 66 - Cromatograma do extrato da sazonalidade sem adi¢do dos marcadores
ampliado.

Figura 67 - Cromatograma do extrato da sazonalidade com adi¢do de100 pg/mL dos
marcadores e ampliado.

Figura 68 - Variacao da concentragdo dos marcadores no estudo da sazonalidade.

Figura 69 - Cromatograma da injecdo dos padrdes a 100 pg/mL no estudo da
sazonalidade.

Figura 70 - Cromatograma da FAT dos frutos maduros (A) e da FAT dos frutos
verdes (B).

Figura 71 - Indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos
frutos maduros com os espectros de UV dos padrdes em solugéo a 100 pg/mL.

111

113

113

116

123

127

128

135

135

136

137

138

139

139

141

142

143

144



Figura 72 - indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos
frutos maduros com os espectros de UV dos padrdes em solugéo a 100 pg/mL.

Figura 73 - Indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos
frutos verdes com os espectros de UV dos padrées em solugéo a 100 pg/mL.

Figura 74 - indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos
frutos verdes com os espectros de UV dos padrées em solugéo a 100 pg/mL.

Figura 75 - Espectro de RMN de 'H da FAT dos frutos maduros da Milona (CDCl5,
200 MHz).

Figura 76 - Expanséo do espectro de RMN de H da FAT dos frutos maduros da
Milona da regido de 1,8 a 4,0 ppm (CDCl3 200 MHz).

Figura 77 - Expanséo do espectro de RMN de '*H da FAT dos frutos maduros da
Milona da regido de 5,0 a 7,1 ppm (CDCl3 200 MHz).

Figura 78 - Espectro de RMN de *H da fracdo de alcaléides totais (FAT) dos frutos
verdes da Milona (CDCl3; 200 MHz).

Figura 79 - Expansdo do espectro de RMN de 'H da FAT dos frutos verdes da
Milona da regido de 1,8 a 4,0 ppm (CDCl3 200 MHz).

Figura 80 - Expansdo do espectro de RMN de 'H da FAT dos frutos verdes da
Milona da regido de 5,0 a 7,1 ppm (CDCl3 200 MHz).

Figura 81 - Proposta estrutural para os alcaloides 7° - desmetilroraimina (CsR-1a) e
seu isbmero 1’- epi - 7°-desmetilroraimina (CsR-1b).

Figura 82 - Espectro de massas de alta resolugédo de CsR.
Figura 83 - Espectro de IV de CsR em KBr.
Figura 84 - Espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500 MHz).

Figura 85 - Expansdo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500 MHz) — regi&o
de 2,1 a 3,45 ppm.

Figura 86 - Expansdo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls3, 500 MHz) — regio
de 3,6 a 5,1 ppm.

Figura 87 - Expansdo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500 MHz) — regi&o
de 6,3a 7,1 ppm.

Figura 88 - Espectro de RMN **C-APT de CsR (CDCl3, 125 MHz).

Figura 89 - Expansdo do espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCl3, 125 MHz) —
regido de 10 a 50 ppm.

145

146

146

147

148

148

149

149

150

156

159

160

161

162

163

164

165

166



Figura 90 - Expanséo do espectro de RMN **C-APT de CsR (CDCl3, 125 MHz) —
regido de 54 a 78 ppm.

Figura 91 - Expanséo do espectro de RMN **C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz) —
regido de 100 a 145 ppm.

Figura 92 - Expansdo do espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCl3, 125 MHz) —
regido de 140 a 195 ppm.

Figura 93 - Espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz).

Figura 94 - Expanséo do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de
2,4a5,0 ppm.

Figura 95 - Expansédo do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de
4,5 a 5,20 ppm.

Figura 96 - Expanséo do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de
6,3a7,6 ppm.

Figura 97 - Espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz).

Figura 98 - Expansdo do espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de
2,0a5,5ppm.

Figura 99 - Expansdo do espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de
6,2 a 8,0 ppm.

Figura 100 - Espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz).

Figura 101 - Expansédo do espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido
de 20 a 65 ppm.

Figura 102 - Expansao do espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido
de 54 a 59,5 ppm.

Figura 103 - Expansédo do espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido
de 102 a 132 ppm.

Figura 104 - Espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz).

Figura 105 - Expansdo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido
de 25 a 65 ppm.

Figura 106 - Expansdo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido
de 124 a 176 ppm.

Figura 107 - Expansdo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido
de 109 a 154 ppm.

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises com a maior biodiversidade do mundo, contando com
um valor aproximado de mais de 20% do numero total de espécies do planeta e com um
numero de espécies vegetais superior a 55 mil descritas, 0 que corresponde a 22% do
total mundial (BRANDAO et al, 2006 & FERRO et al, 2006). Esta rica biodiversidade é
acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais e conhecimento
tradicional associado (VEIGA et al, 2008 & RODRIGUES, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) revela que mesmo com 0s avancos
alcangados nos altimos 30 anos no que se refere as politicas publicas, uma grande parte
da populagdo ainda ndo tem acesso regular a servicos de salde convencionais e
medicamentos essenciais principalmente em paises considerados de menor
desenvolvimento (ARNOUS et al, 2005). Uma alternativa ao tratamento convencional €
0 uso de plantas medicinais e seus derivados, pratica que as agéncias internacionais tém
enviado esforcos para garantir sua seguranca e eficacia (MOURA et al, 2001).

Cissampelos sympodialis Eichl (Menispermaceae), conhecida popularmente por
milona, é uma espécie encontrada no Nordeste e Sudeste do Brasil. A infusdo das suas
cascas das raizes € usada pela medicina popular para o tratamento de asma, artrite,
reumatismo, bronquite e outras doengas inflamatdrias (ALEXANDRE-MOREIRA et al,
2003a; ALEXANDRE-MOREIRA et al, 2003b). Estudos fitoquimicos de extrato das
raizes de C. sympodialis revelaram a presenca de alcaldides aporfinicos,
bisbenziltetraidroisoquinolinicos e tetraidroprotoberberinicos e estes estudos
culminaram com o isolamento de trés alcaldides terciérios (warifteina, metilwarifteina e
milonina), um alcaloide quaternario (laurifolina) e um alcaldide com esqueleto
morfindmico (milonina). Warifteina apresentou ser um componente com acao
espasmolitica (ALEXANDRE-MOREIRA et al, 2003a). LIRA e colaboradores (2002)
isolaram um novo alcal6ide bisbenzilisoquinolinico das raizes de Cissampelos
sympodialis denominado de roraimina.

No Brasil, o governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos, por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, a qual se
constitui em parte essencial das politicas publicas de salde, meio ambiente,
desenvolvimento econémico e social. As a¢bes decorrentes dessa politica, manifestadas
em um programa sao importantes para a melhoria do acesso da populacdo a plantas

medicinais e fitoterapicos. Neste sentido foi criado a portaria interministerial n° 2960 ,
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de 9 de dezembro de 2008, onde aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) cujos objetivos sdo a garantia do acesso seguro e uso racional
de plantas medicinais e fitoterapicos, desenvolvimento de tecnologias e inovacoes,
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, uso sustentavel da biodiversidade
brasileira e o desenvolvimento do Complexo Produtivo da Satde (BRASIL, 2009).

Em relacdo a qualidade dos medicamentos, o perfil de seguranca e eficacia é
obtido por meio da analise dos ensaios clinicos (fase 3) de novos produtos ou da revisdo
bibliografica de utilizacdo em diferentes subgrupos populacionais em produtos de uso
tradicional. Para os medicamentos genéricos e similares ndo ha necessidade de se repetir
0s ensaios clinicos (fase 3), desde que seja comprovada equivaléncia farmacéutica (teste
in vitro) e bioequivaléncia (teste in vivo, biodisponibilidade relativa) para os que
necessitam ser absorvidos pelo trato gastrintestinal (BRASIL, 2004)

Devido a complexibilidade que tém um extrato vegetal e a sua enorme variancia
regional em termos de componentes quimicos, existe a necessidade de padronizagao de
materias-primas vegetais, como a milona, através do desenvolvimentos e validacdo de
métodos analiticos especificos que quantifiquem o0s seus marcadores no extrato
etanolico bruto e em outras formulagdes, para garantir uma melhor qualidade de um
possivel fitoterapico que venha a surgir.

A qualidade dos medicamentos fitoterapicos € possivel através de técnicas
cromatograficas capazes de avaliar as caracteristicas qualitativas e quantitativas da
droga vegetal. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao detector
UV com arranjo de fotodiodos (CLAE/UV-DAD), demonstra com a precisdo e
sensibilidade adequadas, informacdes a respeito de possiveis marcadores presentes nas
plantas através de uma comparacéo espectral UV-Visivel. Outras técnicas mais seletivas
e sensiveis também sdo utilizadas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um espectrémetro de massas (CLAE/EM), ou CLAE acoplado a um
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (CLAE/RMN-'H ).

Existem normas da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que
regulam a area de medicamentos fitoterapicos como a Resolugéo da Diretoria Colegiada
(RDC) 48/2004 que foi revogada pela RDC 14 de 31 de Margo de 2010, com o objetivo
de atualizar o regulamento para o registro de medicamentos fitoterapicos. As principais
modificag0es foram relativas a conceitos e a adocdo de alternativas ao controle de
qualidade. O documento traz uma reforma da RDC 48 de 2004, com o engquadramento

correto para cada exigéncia nas diferentes fases de analise de registro de um
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medicamento fitoterdpico (BRASIL, 2010). Outra resolucdo de suma importancia é a
Resolucdo-RE n° 899, de 29 de Maio de 2003 da ANVISA que estabelece o Guia para
Validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. Esta Resolucéo estabelece que um
método para ser validado deva apresentar precisao, exatidao, linearidade, sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade adequada a analises (RESOLUCAO 899, 2003).
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2. OBJETIVOS:

2.1 Geral:

Desenvolver e validar um método analitico que quantifique simultaneamente os
marcadores quimicos no extrato etanolico bruto das folhas de Cissampelos

sympodialis Eichl, isolar e identificar outros alcaloides.

2.2 Especificos:

1 Caracterizar os marcadores milonina, warifteina e metilwarifteina através de
métodos fisico-quimico;

2 Desenvolver metodologia analitica empregando analise cromatografica (CLAE)
para separacdo, identificacdo e quantificacdo da warifteina, metilwarifteina e
milonina;

3 Validar a metodologia analitica desenvolvida;

4 Fazer o estudo da sazonalidade dos marcadores quimicos;

5 Isolar e identificar outros constituintes quimicos de C. sympodialis Eichl através

de técnicas cromatograficas e espectroscopicas.
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3. INTRODUCAO

3.1 Aspectos Botanicos de Cissampelos sympodialis

C. sympodialis é uma trepadeira encontrada nas regides Nordeste e Sudeste do
pais, do Ceara a Minas Gerais. Frequentemente ocorre em areas abertas como
subarbusto escandente em solo argiloso. Constitui-se de ramos vollveis, pubérulos,
acinzentados. Possui folhas alternas, notadamente peltadas, glabras; e seu peciolo mede
cerca de 2 cm de comprimento, se apresenta espessado no apice e na base; a lamina é
cartacea oval, triangular-lanceolada ou sub-ovada, com base truncada, apice e margem
levemente revoluta. Suas inflorescéncias sdo didicas, axilares em paniculas fasciculatas,
e medem 8-10 cm de comprimento. Engquanto, a flor masculina apresenta-se com quatro
pétalas e dois estames concrescidos em sinandrio a flor feminina possui duas pétalas,
alvacentas e ovario unicarpelar. Seu fruto € drupéceo, obovado e vermelho alaranjado
quando maduro medindo cerca de 1,0-1,5 cm de didmetro (EICHLER, 1887). A Figura
1 mostra fotos da planta obtidas no horto do CBiotec em seu periodo de frutificacdo. O

Quadro 1 mostra a classificacdo taxondmica de C. sympodialis (CRONQUIST, 1881).

Figura 1: Fotos dos frutos da Cissampelos sympodialis Eichl tiradas no horto do
CBiotec em Junho de 2010.



CAPITULO I: CARACTERIZAGCAO DOS MARCADORES 29

Quadro 1: Classificagdo taxondmica de Cissampelos sympodialis Eichl.

REINO Plantae

DIVISAO Magnoliophyta

CLASSE Magnoliopsida
SUB-CLASSE Magnoliidae

ORDEM Ranunculales

FAMILIA Menispermaceae

GENERO Cissampelos

ESPECIE Cissampelos sympodialis Eichl

3.2 Perfil quimico da familia Menispermaceae

A familia Menispermaceae é responsdvel pela producdo de uma grande
variedade de alcaloides. A ultima revisdo da familia Menispermaceae, publicada por
Barbosa-Filho e colaboradores (BARBOSA-FILHO et al., 2000) revela que o perfil dos
alcaloides desta familia é constituido por vinte e trés grupos de alcaloides. Um total de
1522 alcaloides foram isolados no periodo de 1970 a 1997. Destacam-se em abundéncia
os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos (604 do total) isolados durante este periodo,
seguido pelos aporfinicos (303) e os protoberberinicos (275) em 160 espécies diferentes
(ARAGAO, 2002).

A familia Menispermaceae é constituida por aproximadamente 72 géneros e 400
espécies, entre 0s quais, 0s géneros mais predominantes em namero de espécies sao:
Stephania formado por 43 espécies, Tinospora 35, Abuta 33, Tiliacora 22, Cissampelos
e Cyclea ambos com 19 espécies. No Brasil a familia estd representada por um total de
12 géneros com 106 espécies (LIRA, 2002). A Figura 2 mostra o mapa mundial de
distribuicéo da familia Menispermaceae.

Figura 2: Mapa de distribuicdo da familia Menispermaceae.
Mobot: http://www.tropicos.org/Name/42000034?tab=maps
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3.3 O Género Cissampelos

O género Cissampelos compreende 19 espécies, das quais nove ocorrem no
Brasil (SANTOS, 2002; ARAGAO, 2002). Das trés espécies encontradas na Paraiba, C.
sympodialis, C. glaberrima e C. ovalifolia, as duas primeiras foram as melhores
estudadas, devido a sua maior disponibilidade. Segundo BARBOSA-FILHO e
colaboradores (BARBOSA-FILHO et al., 1997), os alcaldides presentes neste género
sdo quimicamente conhecidos como derivados de nucleo isoquinolinico e todas as 53

bases descritas na literatura pertencem a 7 tipos de esqueletos diferentes. (Quadro 2)

Quadro 2: Nucleo bésico dos alcaldides isolados do género Cissampelos.

DAY

NH
Benzilisoquinolinico (BIQ)

NH
Bisbenzilisoguinolinico (BIS-BIQ) /

Aporfinico (APORFIN)

Morfinandiendnico (MORFIN)
NH
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Tetrahidroprotoberberinico (PROTOB)

Tropoloisoquinolinico (TROPOLI)

Azafluoranténico (AZAFLU) O

3.4 Cissampelos sympodialis

O estudo fitoquimico de C. sympodialis no Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica (CBiotec) levou ao isolamento de seis alcaldides. Quatro destes alcaldides
séo terciarios: warifteina, metilwarifteina, simpodialina S,N-0xido
(bisbenzilisoquinolinicos), milonina (morfindmico), e um quaternario, do tipo
aporfinico: a laurifolina (Tabela 1, pag. 32). O alcaldide isolado em maior quantidade
foi a warifteina, que foi encontrada nas raizes com um alto rendimento, correspondente
a 1,4%, permitindo ao mesmo tempo um estudo farmacolégico (BARBOSA-FILHO et
al., 1997). As raizes da mesma planta, além destes cinco alcaldides ocorreu o
isolamento e a elucidacdo estrutural de um novo alcaléide bisbenzilisoquinolinico,
denominado de roraimina (LIRA, 2002), um aporfinico liriodenina e das folhas um

benzilisoquinolinico a coclaurina (Tabela 1, pag. 32).
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Tabela 1: Alcaloides isolados de Cissampelos sympodialis.

Estrutura

Alcalbides Parte da Classe Referéncia

planta

CORTEZ, 1992;
Warifteina Raiz e folha BIS-BIQ FREITAS, 1994,
ALENCAR, 1994

CORTEZ, 1992;
Metilwarifteina Raiz e folha BIS-BIQ FREITAS, 1994;
ALENCAR, 1994
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Cont. Tabela 1

Estrutura Alcaloides Parte da Classe Referéncia
planta

Milonina Folhas MORFIN ALENCAR, 1994

Laurifolina Raizes APORFIN ALENCAR, 1994
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Cont. Tabela 1

Estrutura Alcal6ides Parte da Classe Referéncia

planta

Simpodialina 8 N- Raizes BIS-BIQ ALENCAR, 1994

oxido

Roraimina Raizes BIS-BIQ LIRA, 2002
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Cont. Tabela 1

Estrutura Alcaloides Parte da Classe Referéncia
planta

Liriodenina Raizes APORFIN LIRA, 2001

Coclaurina Folhas BIQ LIRA, 2001
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3.5 Aspectos Farmacologicos de C. sympodialis

No Nordeste brasileiro, doencas como asma, influenza, bronquite e reumatismo
sdo tradicionalmente tratados com infusbes das cascas das raizes de Cissampelos
sympodialis, popularmente conhecida, na regido, como milona, abuteira e orelha de
onca (CORREA, 1929).

Estudos farmacologicos demonstraram que a fracdo hidrossolivel do extrato
etanolico das cascas das raizes de Cissampelos sympodialis causou inibicdo do tonus
espontaneo, similar a isoprelina e aminofilina; os efeitos do extrato foram parcialmente
revertidos pelo propranolol. A referida planta também antagonizou, de forma
inespecifica, as contragcdes induzidas por carbacol, histamina, PGF,, e Substancia P, em
preparacdes de traquéia isolada de cobaia e aumentou os niveis de monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc) em leucdcitos alveolares de cobaia (THOMAS et al, 1995).

A warifteina e metil-warifteina também produziram efeitos espasmoliticos, mas
com poténcias bem inferiores a fracdo aquosa do extrato etanolico das cascas das raizes
(FAR) (CORTES et al, 1995; FREITAS et al.,1996). A simpodialina p-N-0xido e a
laurifolina foram inefetivos (ALENCAR, 1994) e a milonina ndo foi testada devido a
pequena quantidade obtida (FREITAS, 1994).

Um outro estudo (THOMAS et al, 1997a) revelou que a fracdo aquosa do
extrato etanolico das folhas desta planta (FAF) teve poténcia similar aquela das raizes
em relaxar masculo liso de traquéia e ainda inibiu o broncoespasmo induzido por
histamina em cobaia normal e a resposta anafilatica induzida por antigeno em cobaia
sensibilizada com ovalbumina (OVA), sugerindo que, provavelmente, a warifteina ndo é
a Unica e principal substancia ativa desta planta. Além da poténcia da FAF ser similar a
da FAR, em camundongos, esta fracdo foi consideravelmente menos tdxica quando
comparada aquela obtida das raizes (DINIZ et al, 1995).

Em estudos preliminares sobre migragéo celular foi observado que cobaias
sensibilizadas com OVA e tratadas com FAF, apresentaram no lavado broncoalveolar,
um aumento significativo de células mononucleares sem que houvesse alteraces no
percentual de eosindfilos ou neutréfilos sugerindo, portanto, uma atividade quimiotatica
para células mononucleares. As investiga¢fes posteriores indicaram que FAF inibe as
fosfodiesterases nucleotideo ciclico (PDE) IV e V obtidas dos pulmdes de cobaia e

aumenta os niveis de AMPc em cultura de celulas do musculo liso de traquéia
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(THOMAS et al, 1997b). Estudos com neutrofilos periféricos humanos também
indicaram que a FAF tem atividade inibitéria sobre degranulacéo induzida por formyl-
Met.Phe.Pro., e que também aumenta os niveis de AMPc e a atividade da proteina
quinase A dependente de AMPc em neutréfilos (THOMAS et al, 1999).

Os estudos acima mostraram que a FAF tem atividade broncodilatadora tanto in
vivo como in vitro, inibe a liberacdo de medidores de neutréfilos e pode agir através do
aumento dos niveis de AMPc devido a estimulacdo direta da adenilato ciclase ou por
inibicdo de PDE, como o faz a teofilina. No entanto, estudos adicionais mostraram que a
FAF apresenta atividade antidepressiva a nivel do sistema nervoso central (Almeida et
al, 1998), contracturante vascular (FREITAS et al, 2000) e hipertensiva (MEDEIROS et
al, 1998).

A partir de estudos realizados com a warifteina, observou-se um antagonismo
reversivel, ndo especifico e ndo competitivo a histamina, carbacol e bradicinina em ileo
de cobaia. A warifteina também antagonizou contra¢fes induzidas por ocitocina e
bradicinina em Gtero de rato, enquanto que, em traquéia de cobaia, o alcaldide inibiu o
ténus espontaneo (CORTES et al, 1995).

Segundo CORTES (1992), em traquéia de cobaia a warifteina induziu um
relaxamento direto, que mostrou ser 5,1 vezes mais potente do que a aminofilina. A
acdo relaxante da warifteina deve-se a sua acdo inibitéria dos canais de Ca*® operado
por receptor (ROC) e canal de Ca* operado por voltagem (VOC), assim como da
liberacdo de Ca*? intracelular, especificamente dos estoques sensiveis a noradrenalina.
Esta inespecificidade da warifteina indica que a acdo inibitoria desta substancia, no
movimento intra e extracelular de Ca*?, podem derivar da ativacdo ou inibicdo de
mecanismos indiretos de controle deste movimento.

Corroborando com o trabalho realizado por CORTES (1992), FREITAS (1994)
concluiu que a warifteina exerce sua a¢do espasmolitica sobre musculo vascular atraves
da inibicdo dos canais de Ca** de membrana, tanto dos operados por voltagem quanto
dos operados por receptores e ainda através da inibicdo da liberacdo e da reestocagem
do Ca*? intracelular somente dos estoques sensiveis & noradrenalina.

Em musculatura esquelética a warifteina foi 1,4 vezes mais potente do que a
metilwarifteina, em inibir as contra¢fes induzidas pela estimulacéo indireta do nervo
frénico do mausculo diafragma de rato. A atividade espasmolitica ndo depende de

liberacdo de mediadores de células endoteliais ou epiteliais, ou da possivel atividade
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anestésica local da warifteina. Este efeito se d& por uma agdo pos-sinaptica sobre a
membrana do musculo esquelético, mas ndo sobre as fibras contrateis intracelulares
(ALENCAR, 1994).

Estudos farmacoldgicos usando administracdo oral de extrato hidroalcoolico das
folhas de C. sympodialis em camundongos sensibilizados por ovalbumina em modelo
experimental de asma, resultaram na diminuicdo dos niveis de IgE total e IgE
especifica, fazendo com que sugerissem atividade antialérgica através da diminuicdo da
producdo de IgE juntamente com atividade imunomodulatéria de citocinas (BEZERRA-
SANTOS et al, 2004). Da mesma forma, a warifteina administrada oralmente
demonstrou ser um componente ativo responsavel pelo efeito antieosinofilo no extrato,
porque reproduziu o efeito inibitorio na eosinofilia alérgica e na producdo de
leucotrienos em camundongos sensibilizados com ovalbumina (BEZERRA-SANTOS et
al, 2006). Outros resultados mostraram que camundongos tratados com warifteina além
de reduzir respostas associadas com alergia, como em edema de pata e choque
anafilatico induzidos por ovalbumina, também demonstraram atividade anti-nociceptiva
(COSTA et al, 2008). O mesmo efeito antialérgico do extrato C. sympodilis e da
warifteina foram encontrados usando modelo experimental de alergia com acaros da
espécie Blomia tropicalis (CERQUEIRA-LIMA et al, 2010).

Outros estudos farmacologicos usando a milonina demonstraram relaxamento da
musculatura lisa do endotélio da artéria mesentérica de ratos através de efeitos
hipotensivos e vasorrelaxantes mediado pelo endotélio via liberacdo de éxido nitrico e
abertura de canais de potassio (CAVALCANTE et al, 2011).

Estudos toxicoldgicos com a warifteine e milonina em cultura de hepatdcitos e
fibroblastos V79 de ratos demonstraram que a milonina foi menos toxica que a
warifteina em ambas as culturas de células e que o efeito toxico dos dois alcaldides séo
independente para o citocromo P450 (MELO et al, 2003).

Além do efeito antialérgico do extrato de C. sympodilis também foi relatado na
literatura o efeito antidepressivo que foi similar a imipramina onde reduziu o periodo de
imobilidade no teste de natacdo forcada em camundongos e reverteu 0 grau de ptose e

catalepsia induzida por reserpina em ratos (ALMEIDA et al, 1998).
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4. MATERIAIS E METODOS:

4.1 Reagentes e materiais:

- Etanol 96° GL — Toscano;

- Etanol (MERCK);

- Agua destilada;

- Agua purificada (Elga Purelab Option-Q);

- Acido cloridrico, HCI a 3%; (MERCK);

- Hidréxido de aménio, NH,OH; (MERCK);

- Cloroférmio; CHCI3, (VETEC);

- Metanol grau HPLC; CH30H, (MERCK);

- Sulfato de sddio anidro, NaSO4; (MERCK);

- Silica gel 60 PF,54 (M= 60,09 g/mol) com gesso para CCDA, (MERCK);
- Oxido de aluminio 90 (Al,03) (M= 101,94 g/mol) seg. (BROCKMAN, MERCK).

4.2 Material vegetal

4.2.1 Obtencéo da warifteina e metilwarifteina das raizes da planta nativa
As raizes de Cissampelos sympodialis EICHL (Menispermaceae) aqui
pesquisadas foram coletadas por raizeiros no sitio Riacho dos Xavies, que fica no
municipio de Vieiropolis, a 20 Km do municipio de Souza, em agosto de 2006. As
raizes foram utilizadas por conterem maior concentracéo de warifteina e metilwarifteina
em relacéo as folhas (BARBOSA-FILHO et al, 1997).
4.2.2 Obtencéo da milonina das folhas no horto do CBiotec
As folhas foram coletadas no préprio horto do CBiotec por conterem milonina,
ndo sendo verificado a presenca deste alcaldide nas raizes da planta (BARBOSA-
FILHO et al, 1997). O periodo de coleta foi em Marco de 2008. A identificacdo
botanica foi realizada pela Prof. Dra. Fatima Agra, e uma amostra se encontra
depositada no herbario Lauro Pires Xavier desta Universidade com o cddigo Agra 1456.
Para os estudos da validacdo de metodologia analitica e da sazonalidade foram

utilizadas as folhas do proprio horto do CBiotec.
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4.3 Ensaios cromatograficos

As cromatografias em camada delgada preparativa (CCDP) e em camada delgada
analitica (CCDA) foram realizadas utilizando-se silica gel 60 PF;s4 da Merck
(Alemanha, M= 60,09 g/mol) na espessura de 1,0 e 0,25 mm, respectivamente. A silica
foi adicionada em um béquer (capacidade 500 mL) com agua destilada até formar uma
suspensdo na proporcao de 35 g de silica para trés vezes o volume de agua na CCDA e
80 g de silica para trés vezes o volume de 4gua na CCDP, distribuida sobre placas de
vidro através de um espalhador do tipo “’Quick fit’’, secas ao ar e ativadas em estufa a
110°C por 2 horas. A cromatografia em coluna (CC) foi utilizada tendo como
adsorvente o oxido de aluminio 90 (Al,O3) (M= 101,94 g/mol) seg. ( MERCK).

4.4 Obtencdo do extrato hidroalcéolico das folhas para o estudo da validagao

As folhas (FO) de Cissampelos sympodialis frescas foram secas em estufa com ar
circulante a 40°C, trituradas (1 Kg), e submetidas a trés maceragdes consecutivas com
etanol a 96° GL durante um tempo total de 9 dias, com intervalo entre uma extracao e
outra de 3 dias. A solucdo etandlica foi evaporada sob pressdo reduzida em rotavapor a
60°C resultando em um extrato bruto (EBF), concentrado de coloragdo verde-escura
(124 g, 12,40%). Amostras do extrato etandlico foram preparadas dissolvendo o extrato
(250 mg) com etanol:0,05% de solugdo aquosa de trietilamina (6:4, v/v) em baldo
volumétrico de 10 mL, sendo depois sonicado por 30 min. em banho de ultrassom para
obter uma solucdo a 25 mg/mL, no qual foi filtrada usando uma seringa com filtro de
0,45 pm.

4.5 Obtencdo da warifteina e metilwarifteina

O isolamento e purificacdo da warifteina e metilwarifteina se desenvolveram
adotando a seguinte metodologia (Esquema 1, pag. 41): a FAT-r foi aplicada em coluna
cromatografica com alumina (Al,O3) se obtendo um total de 88 fracdes. Estas fragcdes
foram analisadas em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e reunidas de
acordo com seus Rfs (MARINHO 2008). Da fracdo Fr 24-26 foi isolada e purificada por

recristalizacdo em metanol a quente a warifteina, enquanto a Fr 01-02 por CCDP
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forneceu a metilwarifteina.
Esquema 1: Marcha de extracdo e isolamento da warifteina e metilwarifteina das raizes
de C. sympodialis (MARINHO, 2008).

Casca da raiz seca e pulverizada (1.750 g)

Torta - extracdo com etanol a 70%
(Descartada) - evaporacao do solvente

A

Extrato etanolico bruto das
raizes (EEBR) (315 g, 18%)

. P - solucéo &cida de HCl a 3%
Residuo < . N
- filtracéo
Solucéo 4cida
- Extracdo com diclorometano
= |
Fase diclorometano Fase &cida
- alcalinizacdo com NH,OH
até pH 9
- extragéo com CHCl;
Fase CHCI,
Fase aquosa
- Na,SO, anidro
- filtracio
Mwar (0,03 ccpp | Fro1-02 _ Svaporeao
war (0,03g, r 01- B cC
0.0017%) N Fracao de alcal6ides

totais (FAT-r, 58 g,
3,31%0)

A

War (4,66g, <&eaist | Fr24-26
0.2665%0)

CsR (0,015g, | <CCDP | ]
0,008%) Fr 26-28

a
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4.6 Obtencdo da milonina

As folhas da Cissampelos sympodialis secas e pulverizadas (6700 g) foram
submetidas a extracdo com etanol:H,0O (7:3) por trés semanas e a solucéo hidroalcéolica
foi concentrada a vacuo em um Evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, com
temperatura de 60°C resultando, ap0s concentracdo em rotaevaporador, em 980 ¢
(14,62%) de extrato etanolico bruto das folhas (EEBF) com coloragdo verde escura.
Este extrato foi submetido a uma marcha sistemética para isolamento da milonina
(Esquema 2, pag. 44).

Uma parte do EEBF (480 g) foi tratado com uma solucéo de acido cloridrico a 3%
(1000 mL) sob agitacdo até pH 2,0-3,0. Em seguida a solucédo acida foi filtrada em um
funil de Buchner com celite e o filtrado foi submetido a varias extracdes com
cloroféormio para remover, principalmente, graxas e outras impurezas apolares
solubilizadas. A fase cloroférmica foi concentrada em evaporador rotatério e
armazenada para estudos futuros. A fase aquosa (600 mL) foi basificada com hidréxido
de aménio sob forte agitacdo até chegar a pH = 9,0, e extraida exaustivamente com
cloroférmio até reacdo negativa com o reagente de Dragendorff. A outra parte do EEBF
(500 g) foi submetida ao mesmo processo de extragéo.

A fase aquosa basificada foi descartada e a cloroférmica foi lavada com agua,
desidratada com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada sob pressédo reduzida a 55°C em
evaporador rotatério, obtendo-se a fracdo dos alcaldides totais das folhas (FAT-f) (30 g,
0,45%).

Para preparacdo da coluna cromatografica (CC) suspendeu-se a alumina (Al,03)
(300 g) em cloroférmio e esta suspensao foi sendo colocada a coluna de vidro. A coluna
foi entdo condicionada com um volume de 500 mL de cloroférmio.

A FAT-f foi triturada com Al,0O3 em grau com pistilo, fazendo-se uma mistura. A
mistura foi colocada com bastante cuidado na coluna que ja estava com solvente
suficiente para encobri-la e depois se colocou mais um pouco de Al,Oj3 para evitar o
refluxo. A eluigdo teve inicio com cloroformio e as trés primeiras fragcbes foram
coletadas a cada 50 mL, depois foram coletadas de 100 em 100 mL até que o solvente se
mostrou incolor. Depois a polaridade do sistema de solvente foi sendo aumentado
gradativamente para CHCIl3;:MeOH (98:2), depois CHCI3:MeOH (95:5) e por ultimo
CHCI3:MeOH (90:10). Foram obtidas 59 fracGes no total.
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As fragOes coletadas foram aplicadas em cromatografia em camada delgada analitica
e observadas as que possuiam os mesmos Rfs. O sistema de solventes utilizado para
eluicdo das placas foi CHCI3:MeOH (95:5). Na primeira placa foram aplicadas as
fracdes da Fr-01 a Fr-19 e foram reunidas: Fr 01-02, Fr 03-06 e Fr 07-19. A fracédo
reunida Fr 07-19 (3 g) foi confirmada como sendo a milonina através do RMN de 'H e
3C comparados com os dados da literatura (FREITAS et al, 1995). Na segunda placa
analitica foram aplicadas as fracdes da Fr 20 a Fr 59 e foram reunidas as fra¢bes Fr 20-
37. A Fr 20-37 (1 g) foi também confirmada como sendo milonina. A milonina foi
purificada utilizando cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) cujo
sistema de solvente foi CHCl3:MeOH (95:5).
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Esquema 2: Marcha sistematica para extracéo e isolamento da milonina.

Folhas secas e pulverizadas (6.700 g)

Torta

A

(Descartada)

Extrato etandlico bruto das
folhas (EEBF)

A

Residuo

- filtracéo

Solucéo &cida

Fase Cloroférmica

Fase acida

- extracdo com etanol a 70%
- evaporacao do solvente

- solugéo &cida de HCl a 3%

- Extracdo com cloroférmio

- basificagdo com NH,OH
- extragdo com CHClI,

Fase aquosa

Fase CHCI,

- NaSO, anidro
- filtracdo
- evaporacao

Milonina 4,0 ¢
(0,060%0)

FAT-f
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4.7 Perfil cromatografico da Fat-f e Fat-r

A Fat-f e Fat-r obtidas foram pesadas em balanca analitica (5 mg cada) e
solubilizadas em baldo volumétrico (5 mL) com metanol. As solucBes estoques
resultantes (1 mg/mL) foram diluidas, sendo a Fat-f diluida para 100 pg/mL e a Fat-r

para 30 pg/mL, e depois injetadas no CLAE-UV-Vis para obter o perfil cromatografico.

4.8 Caraterizacao espectroscopica dos alcaloides

O espectro de infravermelho foi obtido por transformada de Foutier (FT-IR) no
Laboratorio de Controle de Qualidade da Farmacia Escola para analise e confirmacéo dos
grupos quimicos existentes nos alcaldides. O equipamento utilizado para realizacdo dos
espectros foi um espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (IR-
FT) da marca SHIMADZU e modelo Prestige21. Os alcaldides foram dispersos usando
pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN de *H e **C foram em um espectrometro da marca Varian
Systens de 500 MHz. Os espectros da warifteina e metilwarifteina foram adquiridos em
CDCI3 e o da milonina em pyridine-d5. Os espectros da substancia CsR foram adquiridos
em CDCI; e depois em pyridine-db.

Os espectros de massas das substancias foram obtidas em espectrometro de
massas de alta resolugdo com ionizagao por electrospray com marca da Bruker e modelo
micrOTOF 1l cujo modo de ionizacdo foi em electrospray positivo (ESI+). Amostras dos
alcaldides foram preparadas nas concentraces de 1 pug/mL em metanol:agua (50:50), e
foram injetadas por infusdo direta usando uma bomba de infusdo com seringa e 0s
espectros escaneados de uma faixa de massas de m/z 50 a 3000 Da, utilizando-se 0s
seguintes parametros: voltagem do capilar de 4.5 KV, pressdo do gas de nebulizacdo de
0,4 bar e temperatura de 180°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 mostra o cromatograma da Fat-f (A) na concentracdo de 100 pg/mL e
Fat-r (B) na concentracéo de 30 pg/mL sendo observado que tanto a warifteina quanto a
metilwarifteina se encontra nas folhas e nas raizes da planta sendo nas raizes a maior
concentragéo, enquanto a milonina apenas esta presente nas folhas no tempo de retengéo
de 10,47. Na Fat-raizes (B) surgiu um pico no tempo de retencdo de 13,79 que esta
coeluindo com outra substancia. Este resultado despertou o interesse de se fazer
cromatografia em coluna tanto para reisolar os marcadores quanto descobrir novas

moléculas.

Figura 3: Cromatogramas da Fat-f (A) na concentracdo de 100 pg/mL e da Fat-r (B) na
concentragéo de 30 pg/mL.
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5.1 Dados espectroscopicos

5.1.1 Milonina

O dados obtidos para a milonina foram comparados com os dados da literatura

(FREITAS et al, 1995). A Figura 4(A) (pag. 49) mostra o cromatograma obtido com a
milonina isolada e purificada na concentragdo de 50 pg/mL com tempo de retencdo de
10,66 min.
P.F. 79-80 °C; IR (KBr) Vmax/cm™: 3431, 2933, 1685, 1614, 1483; EMESI+ m/z
330,1676 (calc. 330,1700); *H NMR (pyridine-d5, 500 MHz): § 2,24 (s, 3H, N-Me),
3,60 (s, 3H, Me0-6), 3,73 (s, 3H, MeO-3), 6,75 (d, 1H, J 8,0 Hz, H-1), 6,89 (d, 1H, J
8,0 Hz, H-2), 8,29 (s, 1H, H-5), 10,75 (br s, 1H, OH), eq. 2,58 (dd, J 17,5, 4,5 Hz, H-8),
2,78 (br d, J 6,0 Hz, H-9), eq. 2,74 (dd, J 17,5, 6,0 Hz, H-10), 2,39 (m, H-14), 2,14 a
2,08 (m, 2H, H-15), 2,41 (m, 1H)/2,37 (m, 1H, H-16), ax 3,61 (dd, J 14,0, 18,5 Hz, H-
8), ax 3,08 (d, J 18,0 Hz, H-10); *C NMR (pyridine-d5, 125 MHz): § 110,4 (C-2),
119,3 (C-1), 124,8 (C-5), 127,7 (C-12), 131,6 (C-11), 145,2 (C-4), 147,0 (C-3), 151,4
(C-6), 193,8 (C=0), 56,9 (C-9), 56,1 (MeO-3), 54,5 (MeO-6), 47,1 (C-16), 42,8 (Me-
N), 41,7 (C-14), 40,1 (C-8), 38,3 (C-13), 32,6 (C-15), 28,0 (C-10).

5.1.2 Warifteina

Os dados obtidos para a warifteina foram comparados com os da literatura
(MUKHERJEE & KEIFER, 2003). A Figura 4(B) (pag. 49) mostra o cromatograma
obtido com a warifteina isolada e purificada na concentracdo de 50 pug/mL com tempo
de retencdo de 17,53 min.

P.F. 235-236 °C; IR (KBr) Vmax/cm™: 3487, 2935, 2845, 1610, 1504, 1446, 1301,
1219, 118, 821; EMESI+ m/z 593,2661 (calc. 593,2646); 'H NMR (CDCl3, 500 MHz):
62,01 (brs, 3H, 2’-NMe), 3,84 (s, 3H, 6’-OMe), 3,91 (s, 3H, 6-OMe), 7,09 (d, 2H, J 10
Hz, H-10°/H-14"), 6,91 (d, 2H, J 10 Hz, H-11’/H-13’), 6,47 (s, 1H, H-5"), 6,20 (s, 1H,
H-5), 3,23 (td, J 15,0, 5,0 Hz, 2H, H-1’/H-3), 2,75 (m, 3H, H-3/H-15"), 2,51 (br m, 4H,
H-4/H-4/H-4°/H-15’), 6,58 (d, J 10,0 Hz, 2H, H-11/H-13), 2,91 (m, 2H, H-4"), 5,13 (br
m, 2H, H-167), 6,66 (br d, 2H, H-10/H-14); *C NMR (CDCls, 125 MHz): & 165,5 (C-
1), 153,1 (C-6), 153,9 (C-12), 148,0 (C-8), 147,2 (C-6’), 142,8 (C-9’), 138,6 (C-7’),
138,2 (C-8’), 135,4 (C-4a), 132,9 (C-127), 131,6 (C-9), 130,4 (C-7), 128,6 (C-10/C-14 ¢
C-11°/C-13%), 128,5 (C-10°/C-14’), 124,7 (C-4’b ou C-4’a), 124,4 (C-4’a ou C-4’b),
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114,1 (C-11/C-13), 109,7 (C-4b), 108,0 (C-5"), 102,9 (C-5), 74,2 (C-16°), 59,1 (C-1"),
56,0 (6’-OMe), 55,6 (6-OMe), 46,0 (C-15), 44,1 (C-3), 43,9 (C-3"), 41,9 (2’-NMe), 39,8
(C-15%), 27,9 (C-4), 23,0 (C-4").

5.1.3 Metilwarifteina

Os dados obtidos para a metilwarifteina foram comparados com os da literatura
(MUKHERJEE & KEIFER, 2003). A Figura 4(C) (pag. 49) mostra o cromatograma
obtido com a metilwarifteina isolada e purificada na concentracdo de 50 pg/mL com
tempo de retencdo de 22,99 min.

P.F. 200-201 °C; IR (KBr) Vmax/cm™: 3435, 2927, 2850, 1608, 1504, 1448, 1300,
1217, 1010, 823; EMESI+ m/z 607,2832 (calc. 607,2803); ‘H NMR (CDCls, 500
MHz): 6 1,96 (s, 3H, 2’-NMe), 3,72 (s, 3H, 7’-OMe), 3,83 (s, 3H, 6’-OMe), 3,89 (s, 3H,
6-OMe), 6,14 (s, 1H, H-5), 6,51 (s, 1H, H-5’), 5,08 (d, 1H, J 10 Hz, H-16"), 6,64 (d, 2H,
J 10 Hz, H-11/H-13), 6,90 (d, 2H, J 5 Hz, H-10/H-14), 6,92 (d, 2H, J 10 Hz, H-11’/H-
13’), 7,08 (d, 2H, J 10 Hz, H-10’/H-14"), 3,23 (td, 2H 1H, J 5 Hz, H-1"/H-3), 2,75 (m,
3H, H-3/H-15%), 2,46 (br m, 4H, H-4/H-4/H-4’/H-15"), 2,91 (br s, 4H2H, H-4’), 5,20 (v
br d, 2H, H-16"); *C NMR (CDCl3, 125 MHz): & 165,4 (C-1), 154,6 (C-12), 152,9 (C-
6), 151,9 (C-6°), 147,9 (C-8), 144,8 (C-8’), 142,5 (C-9’), 140,9 (C-7°), 135,4 (C-4a),
132,7 (C-12%), 131,6 (C-9), 130,1 (C-7), 129,7 (C-4’a ou C-4’b), 128,7 (C-11’/C-13’),
128,6 (C-10/C-14), 128,5 (C-10’/C-14), 124,9 (C-4’b ou C-4’a), 114,1 (C-11/C-13),
109,4 (C-4b), 108,9 (C-57), 102,0 (C-5), 73,8 (C-16"), 61,1 (7’-OMe), 59,4 (C-1"), 55,9
(6’-OMe), 55,5 (6-OMe), 46,5 (C-15), 44,7 (C-3), 43,7 (C-3’), 41,6 (2’-NMe), 39,9 (C-
15%), 27,7 (C-4), 23,0 (C-4").
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Figura 4: Cromatograma da solugédo dos padrdes a 50 pug/mL de milonina (A),
warifteina (B) e metilwarifteina (C) utilizando as condi¢des cromatogréaficas obtidas na
validacdo do método (Capitulo I1I)...
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Figura 5: Espectro de infravermelho da milonina em KBr.
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Figura 6: Espectro de infravermelho da warifteina em KBr.
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Figura 7: Espectro de infravermelho da metilwarifteina em KBr.
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Figura 8: Espectro de massas de alta resolucéo da milonina.
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Figura 9: Espectro de massas de alta resolugdo da warifteina
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Figura 10: Espectro de massas de alta resolucdo da metilwarifteina
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Figura 11: Espectro de RMN de *H da milonina (CsDsN, 500 MHz).
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Figura 12: Espectro de RMN de **C-APT da milonina (CsDsN, 500 MHz).
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Figura 13: Espectro de RMN de *H da warifteina (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 14: Espectro de RMN de **C-APT da warifteina (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 15: Espectro de RMN de *H da metilwarifteina (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 16: Espectro de RMN de **C-APT da metilwarifteina (CDCls, 500 MHz).
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6. INTRODUCAO

6.1  Principios da Cromatografia

A técnica da cromatografia foi descoberta em 1906 pelo boténico italiano
naturalizado russo Mikahail Tswett, porém ndo foi muito utilizada até os anos 30.
Tswett separou pigmentos de plantas (clorofilas e carotendides) adicionando um extrato
de folhas verdes em éter de petroleo sobre uma coluna com carbonato de célcio em po
em um tubo de vidro vertical. Enquanto a solucdo percolou através da coluna, os
componentes individuais da mistura migraram para baixo em diferentes velocidades e
entdo a coluna apresentou-se marcada com gradientes horizontais de cores. A esse
gradiente deu-se o0 nome de cromatograma (COLLINS et al., 1990).

A cromatografia funciona pelo fato das moléculas apresentarem polaridades em
comum e tenderem a se atrair mutuamente. Uma molécula polar possui uma regido rica
em elétrons (-) e uma outra regido que é pobre em elétrons (+). Moléculas polares sdo
unidas por forcas de atracéo entre cargas opostas de atomos diferentes. Por exemplo, as
moléculas da dgua possuem regides ricas em elétrons nos atomos de oxigénio e pobres
em elétrons nos atomos de hidrogénio.

Cromatografia € um processo fisico de separagdo, no qual os componentes a
serem separados distribuem-se em duas fases: uma fase estacionaria e outra movel. A
fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido disposto sobre um suporte sélido
com grande area superficial. A fase mével, que pode ser um gas, um liquido ou ainda
um fluido supercritico, passa sobre a fase estacionéaria eluindo consigo os diversos
componentes da mistura. De maneira mais completa, a técnica se baseia no principio da
adsorcéo seletiva (PERES, 2002).

Estas diferengas no gradiente de migracdo dependerdo das caracteristicas fisico-
guimicas da fase movel, da fase estacionaria e também dos analitos (NASCIMENTO,
2004). A Figura 17 (pag. 63) mostra um processo de separacdo por cromatografia de

forma simples.
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Figura 17: Processo de separacdo cromatografica de trés analitos em fungdo do tempo

(http://lac.chem.polimi.it/img/big/figural.jpq).

Os componentes da amostra da Figura 17 sdo separados pela distribuicdo entre
as duas fases: movel e estacionaria. Estes componentes sdo introduzidos no tempo zero,
e sdo eluidos pela fase movel até entrar em contato com a fase estacionaria, na qual eles
se distribuem ou particionam-se entre as duas fases dependendo das suas afinidades
relativas com as mesmas como determinado por suas estruturas moleculares e pelas
forcas intra-moleculares.

Existem quatro principais tipos de cromatografia: cromatografia em papel,
cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A selecdo do tipo de cromatografia adequada depende do material a ser
isolado (PERES, 2002).

6.2  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Segundo CIOLA (1998) o HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
ou CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), € uma técnica que emprega um
conjunto de equipamentos especiais, que poderdo diferir em caracteristicas e grau de

automacdo (Figura 18, pag. 64). Os aparelhos empregados para realizar a cromatografia


http://lac.chem.polimi.it/img/big/figura1.jpg
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a liquido sdo chamados de cromatdgrafos a liquido. Uma das principais caracteristicas
da técnica é a utilizagdo de colunas empacotadas com suportes a base de silica pelicular,
que possui diametros de 3-5 um, 0 que garante uma elevada area superficial para a fase
estacionaria e colunas com elevada eficiéncia.

Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia se caracteriza por ter, em

sua configuracao basica, os seguintes componentes:

Reservatorio e sistema de bombeamento da fase movel;
Sistema de bombeamento da fase movel;

Sistema de introducdo da amostra (injetor);

Coluna cromatogréfica de separacao;

Sistema de deteccéo (UV, por exemplo)

o O A W DN

Sistema de registro e tratamento de dados.

Detector

Injetor

Coluna

—

Separagéo
Descarte de

| L
Fase Movel Bomba Fase Mével

Injecdo da amostra

Aguisicao e Processamento

Figura 18 - Diagrama esquematico de um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE).

O solvente (fase movel) encontrado no reservatorio € bombeado com o auxilio
da bomba através do sistema de introducdo da amostra até a coluna cromatogréfica que
pode estar situada dentro de um termostato. A separacdo dos componentes da mistura é
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efetuada de acordo com a natureza da fase movel, fase estacionaria e a natureza dos
componentes analisados. A fase movel sai da coluna e passa por um sistema de
detec¢do, que detecta alteracBes de alguma propriedade fisica especifica. Esta variagdo é
transformada num sinal elétrico, que é registrado e tratado matematicamente por um

processador, obtendo-se um grafico que se chama de cromatograma.

6.3  Desenvolvimento de métodos cromatograficos em CLAE

A cromatografia a liquido pode ser empregada na analise dos mais variados
materiais e da sua natureza vao depender as atividades do analista em efetuar com
eficiéncia, precisdo e exatiddo a analise cromatografica. Para se analisar com eficiéncia
a amostra € necessaria conhecer o maximo possivel as propriedades dos seus
componentes como: estrutura quimica, grupos funcionais, polaridade, solubilidade,
concentracdo, pH e PK dos compostos objeto de analise (CIOLA, 1998).

Durante o processo de desenvolvimento do método algumas consideracdes
devem ser seguidas como: tempo de desenvolvimento do método, o tempo de execugédo
maximo para a analise, 0 nimero esperado de amostras por semana, a complexidade da
mistura, a estrutura do analito principal (propriedades fisico-quimicas), possiveis vias
de degradacéo (ex., oxidacao, hidrolise, desidratacéo, fotolise, termdlise, racemizacao) e
se 0 analito ou analitos sdo ionizaveis (KASAKEVICH, 2007).

Outra consideragdo importante no desenvolvimento do método é o pre-
tratamento da amostra e sua deteccdo. As amostras que podem potencialmente ser
analisadas por CLAE podem ter vérias apresentacoes:

e Amostras prontas para injecéo;

e Solugdes que requerem diluigOes, tamponagéo, adi¢cdo de um padrédo interno, ou
outras manipulag¢fes volumeétricas;

e Solidos que devem ser primeiro dissolvidos ou extraidos;

e Amostras que requerem um pré-tratamento para removerem interferentes e

proteger a coluna ou equipamento de danos.
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Obviamente que a injecdo direta da amostra é preferivel pela conveniéncia e uma
melhor precisdo, no entanto, muitas amostras para serem analisadas em CLAE precisam
ser pesadas e diluidas antes da injecdo. Os melhores resultados s&o obtidos quando o
solvente utilizado para solubilizar a amostra é a prépria fase movel, ja que este
procedimento diminui ruidos na linha de base e outros problemas, como a assimetria da
banda cromatografica. Algumas amostras necessitam de um pré-tratamento para
remover seus interferentes antes de serem injetadas no CLAE. Isto significa que é muito
importante conhecer a natureza da matriz da amostra e as concentracdes dos varios
analitos. Em muitos casos o desenvolvimento de um método adequado para o pré-
tratamento da amostra pode ser mais complicado do que obter uma boa separacéo
(SNYDER et al., 1997).

Antes da primeira amostra ser injetada durante o desenvolvimento do método, €
necessario ter a certeza de que o detector selecionado ird ser sensivel a todos o0s
componentes de interesse da amostra. Detectores de UV com comprimentos de onda
varidvel normalmente sdo a primeira escolha, por causa da sua conveniéncia e
aplicabilidade para varias amostras. Por esta razao, informacdes sobre o espectro de UV
pode ser uma importante ajuda para o desenvolvimento do método. Espectros de UV
podem ser encontrados na literatura, estimados pela estrutura quimica dos componentes
da amostra de interesse, medidos diretamente (se a substancia pura estiver disponivel),
ou obtidos durante a separacdo em CLAE por meio do detector de arranjo de fotodiodos
(PDA). Quando a resposta do UV da amostra estiver inadequada, outros detectores sao
disponiveis (fluorescéncia, eletroquimico, etc.), ou a amostra pode ser derivatizada para
melhorar a detec¢éo (SNYDER et al., 1997).

A estratégia recomendada para escolher as condi¢fes iniciais na primeira
separacdo € classificar a amostra em comum ou especial. S8o consideradas amostras
comuns misturas de moléculas pequenas (<2000 Da) que podem ser separadas usando
condigdes iniciais mais ou menos padronizadas. Amostras especiais necessitam de
colunas e condigdes diferenciadas para separarem-se. Amostras comuns podem ser
classificadas como neutras ou i6nicas. Amostras idnicas formam compostos acidos,
basicos, anfoteros e sais organicos. Se a amostra é neutra, normalmente ndo € necessario
usar fases mdveis tamponadas ou adicionadas de aditivos, como reagente par ibnico ou
aminas. Amostras acidas ou basicas comumente requerem a adi¢do de tampéo na fase
movel. Para amostras basicas, colunas de fase reversa sdo recomendadas e a adicdo de

aminas na fase movel pode ser benéfica (COLLINS et al, 2006).
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Uma das bases da corrida exploratdria inicial € o tipo de eluicdo que pode ser
isocrética ou através de eluicdo por gradiente, disponivel em muitos sitemas de CLAE.
Neste ponto também pode ser aparente que condigdes tipicas de fase reversa podem
causar retencdo insuficiente da amostra, sugerindo o uso de cromatografia por
pareamento i6nico ou cromatografia de fase normal. Alternativamente, a amostra pode
estar retida fortemente com 100% de acetonitrila na fase movel, sugerindo o uso de
cromatografia de fase reversa ndo aquosa (NARP) ou com fase normal. Uma alternativa
para a separacdo inicial isocratica é o uso de eluicdo em modo gradiente. Ha varias
vantagens para o uso inicial de um gradiente, como a possibilidade de determinar se a
eluicdo isocratica ou por gradiente € a melhor escolha, e estimar a melhor forca do
solvente para a proxima tentativa (isocratica) de separacdo. Uma separagdo inicial por
gradiente é também vantajosa para o desenvolvimento do método desde que mostre a
melhor resolucdo da amostra que ira ser obtida por separacdo isocratica com um
solvente forte (SNYDER et al., 1997).

Separacao ou resolucdo é o requerimento primario em analises quantitativas por
CLAE. Geralmente, para amostras que contém cinco ou menos componentes, a
resolucdo da linha de base (Rs > 1,5) pode ser facilmente obtida para os picos de
interesse. Este nivel de resolugdo favorece um maximo de precisdo nos resultados. A
resolugdo diminui durante o tempo de vida da coluna e pode variar de dia para dia com
pequenas flutuacBes nas condicOes de separacdo. No entanto, valores de Rs = 2 ou
maiores devera ser a meta para o desenvolvimento do método para misturas simples. Tal
resolucdo ira favorecer tanto os ensaios de precisdo, quanto de robustez do método.
Amostras que contém dez ou mais componentes irdo dificultar a separacdo, e aqui a

meta da separacdo devera ser relaxada para Rs>1,0a 1,5 (SNYDER et al., 1997).
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7. Material e métodos

7.1 Reagentes e materiais

- Metanol grau HPLC, MERCK;

- Alcool etilico 95% P.A-ACS (Quimex);

- Trietilamina, (MERCK);

- Agua purificada (Elga Purelab Option-Q);

- Filtros com 0,45 um de didmetro de poro;

- Coluna Cy5 (250 x 4,6 mm i.d., 5um) (Phenomenex, Torrance, USA)

-Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia constituido de uma bomba LC-10
ADvp, detector SPD-M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp,
degaseficador DGU-14A, todos da Shimadzu.

7.2 Escolha do comprimento de onda

Para escolha do comprimento de onda foi preparado uma solugdo com a mistura
dos marcadores a 100 pg/mL e injetado em CLAE/DAD. Os comprimentos de onda
maximo dos alcaldides milonina, warifteina e metilwarifteina foram selecionados
usando o0 modo “’scan 2D’ do detector de arrando de diodos com faixa de varredura de

200 a 800 nm e analisados os espectros de UV simples de cada marcador.

7.3 Escolha do fluxo e da concentracéo da fase movel

Para escolha do fluxo e da fase mdvel a ser utilizada, foi preparada uma solugéo
com a mistura dos marcadores a 100 ug/mL e esta foi analisada utilizando diferentes
concentragfes de metanol em agua (com 0,05% de trietilamina) em modo gradiente. A
fase movel e fluxo escolhido foram aqueles que propiciaram a eluicdo e separacéo
completa entre milonina, warifteina e metilwarifteina com um valor de fator de retencéo

adequado (0,5<k<25) e com uma pressao no sistema adequada (abaixo de 180 Kgf).
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1 Escolha do comprimento de onda

A Figura 19 mostra os espectros de ultravioleta (UV) de forma sobreposta da
milonina, warifteina e metilwarifteina obtidos na concentracéo de 100 pg/mL a partir da
injecdo dos padroes em CLAE/DAD. A faixa de comprimento de onda que abrange o A
maximo dos trés marcadores que fica entre 200 e 225 nm foi descartada por ser uma
regido de baixa seletividade espectral. O comprimento de onda escolhido foi de 278 nm
por ser uma regido de boa seletividade espectral em relacdo a possiveis interferentes e
por estar entre o A maximo da warifteina (282 nm) e o da metilwarifteina (279 nm) e na
subida A maximo da milonina. Foi decartado o A maximo da milonina por estar em cima

do decaimento dos espectros de UV da warifteina e da metilwarifteina.

= Milonina - Warifteina — Metilwarifteina

278 nm

200 225 250 275 Q0 325 350 375 400
Figura 19: Espectros de UV simples mostrando A maximos para a milonina, warifteina e
metilwarifteina.

8.2 Escolha do fluxo e da concentracéo da fase movel

A Figura 20 (pag. 70) mostra 0 cromatograma obtido com a injecdo de 100
png/mL da mistura dos padrdes a um fluxo de 1 mL/min. com fase mdvel 0,05%
(Et)sNH; ag. (A) :MeOH (B) inicial em modo gradiente de: 0-10 min (10%), 10-15
min. (30%), 15-25 min. (50%), 25-30 min (70%), A maximo de 278 nm ¢ coluna C;g em
CLAE/DAD. Com estas concentragdes iniciais mais baixas de metanol os padrfes nédo

eluiram, sendo necessario aumentar a concentracdo do solvente.
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Figura 20: Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pug/mL. Gradiente: 0-10 min
(10%), 10-15 min. (30%), 15-25 min. (50%), 25-30 min (70%); A = 278 nm; coluna Cs.

A Figura 21 (pég. 71) mostra o cromatograma obtido com a inje¢do da mistura
dos padrBes na mesma concentracao que a anterior e cuja fase movel aumentou de 10%
para 60% inicialmente ficando com o seguinte gradiente: 0-5 min. (60%), 5-10 min.
(90%), 10-25 min. (95%), 25-30 min (60%). Como pode ser observado as substancias
eluiram com estas concentragcbes mais altas, porém estdo coeluindo, principalmente
warifteina (WAR) e metilwarifteina (MWAR) devido a alta concentracdo do solvente e

consequientemente sua forca.
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Milonina

WAR
MWAR

Figura 21: Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pug/mL. Gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-10 min. (90%), 10-25 min. (95%), 25-30 min (60%), %); A = 278 nm; coluna
Clg.

O cromatograma da Figura 22 foi obtido com o seguinte gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-15 min. (70%), 15-25 min. (75%), 25-30 min. (60%). Como se pode observar

foram eluidos apenas milonina e warifteina ndo sendo eluido a metilwarifteina.

Milonina

WAR

Figura 22: Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pg/mL. Gradiente: 0-5 min.
(60%), 5-15 min. (70%), 15-25 min. (75%), 25-30 min. (60%); A = 278 nm; coluna Cjs.
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A Figura 23 demonstra o cromatograma com 0 seguinte gradiente: 0-5 min. (
60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 78%), 25-30 min (60%). Com esse gradiente as
trés substancias foram separadas e os picos ficaram bem resolvidos, se obtendo,

portanto, éxito na separacao.

Milonina WAR

MWAR

Figura 23: Cromatograma da mistura dos padrées a 100 pg/mL. gradiente: 0-5 min. (
60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 78%), 25-30 min. (60%). A = 278 nm; coluna Cs.

Ap0s 0s ajustes necessarios o resultado final para o desenvolvimento do método
foi de uma fase movel de 0,05% (Et)sNH; ag. (A) :MeOH (B) em modo gradiente: 0-5
min. ( 60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 80%), 25-30 min (60%), tempo de corrida
de 30 minutos, fluxo de 1 mL/min, A mé&ximo de 278 nm e coluna de fase reversa Cig A
Figura 24 (pag. 73) exibe o cromatograma resultante da injecdo da mistura dos padrdes

a 1 mg/mL com as condigdes escolhidas para o estudo de validacdo do método.
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Figura 24: Cromatograma da mistura dos padrdes a 100 pug/mL em modo gradiente: 0-5
min. (60%), 5-15 min. (72%), 15-25 min. ( 80%), 25-30 min. (60%). A = 278 nm;
coluna Cys.
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9. INTRODUCAO

9.1 Validagdo de Metodologias Analiticas para Medicamentos Fitoterapicos

Fitoterapico é todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua
eficAcia e seguranca é validada através de levantamentos etnofarmacoldgicos de
utilizacdo, documentacdes tecnocientificas em publicacdes ou ensaios clinicos fase 3.
N&o se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua composicdo, inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagdes destas com extratos
vegetais (BRASIL, 2004).

Como produto final de uma série de sugestdes apresentadas por diferentes
segmentos da sociedade, foi estabelecido uma legislacdo para a area de fitoterapicos
(Portaria 6/SVS de 31/01/1995), que definiu claramente que fitoterapico é um
medicamento com componentes ativos exclusivamente de origem vegetal, e que deve
apresentar comprovacdo de eficacia, seguranca e qualidade. Também importante foi o
estabelecimento no Ministério da Salde, e posteriormente na Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA, de uma divisdo direcionada especificamente para
fitoterapicos (SIMOES & SCHENKEL, 2002).

A Resolucdo-RDC n° 48 de 16 de Marco de 2004 dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos e este regulamento abrange medicamentos cujos principios
ativos sdo exclusivamente derivados de drogas vegetais. Ndo é objeto de registro ou
cadastro planta medicinal ou suas partes, apos processos de coleta, estabilizacdo e
secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada (BRASIL, 2004). No
entanto a RDC 48/2004 foi revogada pela RDC 14 de 31 de Marco de 2010, com o
objetivo de atualizar o regulamento para o registro de medicamentos fitoterapicos. As
principais modificacdes foram relativas a conceitos e a adocdo de alternativas ao
controle de qualidade. O documento traz uma reforma da RDC 48 de 2004, com o
enguadramento correto para cada exigéncia nas diferentes fases de anélise de registro de
um medicamento fitoterapico (BRASIL, 2010).
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E exigéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolucéo
(RDC n° 48), a elaboragdo de um relatério de controle de qualidade, incluindo anélises
qualitativas e quantitativas dos principios ativos e/ou marcadores, quando conhecidos,
ou classes de compostos quimicos caracteristicos da espécie (LIMA et al., 2006).

A validacdo é parte integrante da garantia da qualidade e se define como um ato
documentado que atesta se qualquer procedimento, processo, equipamento, material,
operacgdo ou sistema realmente conduz aos resultados esperados. Portanto, a validagdo
de procedimentos analiticos tem por objetivo demonstrar que os métodos de ensaio
utilizados apresentam resultados que permitam avaliar objetivamente a qualidade dos
medicamentos, conforme os parametros especificados (BRASIL, 2003).

Segundo a Resolugdo-RE n° 899, de 29 de Maio de 2003, a validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que 0 método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo adequadas a analise (RE 899, 2003).

Ainda de acordo com a RESOLUCAO n° 899/2003, ela define estes parametros

analiticos da seguinte forma:

9.1.1 Especificidade e seletividade:

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz.

A avaliacdo da seletividade do método é um importante modo para demonstrar a
sua especificidade. Um método é dito especifico se produz apenas uma resposta para um
simples analito. Seletividade de um método é a capacidade do método de produzir
respostas para um analito alvo distinguindo-o de todas as outras respostas uma vez que
0s métodos cromatograficos ndo produzem respostas apenas para um analito de
interesse, mas também para outras substancias de interesse, o termo seletividade é

sempre mais apropriado neste contexto que especificidade (NASCIMENTO, 2004).
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9.1.2 Linearidade:

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela
analise de no minimo 5 concentrages diferentes.

Os dados podem ser tratados por regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados dos pontos médios de 3 (trés) curvas de calibracdo auténticas (LIMA, 2006).

O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (r) deve ser = 0,99.

A quantificacdo do composto de interesse em validagdo pode ser obtida por meio
dos seguintes métodos: padronizacdo externa, padronizacdo interna, superposicdo de
matriz, adicdo-padrdo (MOREAU, 2008).

O método de padronizacdo externa compara a area da substancia a ser
quantificada na amostra com as &reas obtidas com solugdes de concentracdo conhecidas
preparadas a partir de um padrdo. Esse método é sensivel a erros de preparo das
amostras e dos padrdes e de injecdo das solugdes padréo e das amostras e por isso deve
ser feito a cada analise (MOREAU, 2008).

O método de padronizacdo interna consiste na preparagdo das solugdes-padrdo
de concentracGes conhecidas da substancia de interesse, as quais se adicionam a mesma
quantidade conhecida de um composto chamado padrdo interno. Apds analise dessas
solugdes, se constroi um gréafico, relacionado a razdo de areas (&rea da substancia/area
do padrdo interno que tem concentracdo constante) com a concentracao da substancia. A
amostra também € analisada apds a adi¢do da mesma quantidade conhecida do padréo
interno (MOREAU, 2008).

O método de superposicdo de matriz consiste na adicdo do padrdo da substancia
em diversas concentragdes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia, e
na construcdo do grafico de calibracdo relacionado as areas obtidas com as
concentragdes dos padrdes. (MOREAU, 2008).

O método de adicdo-padrdo consiste na adicdo de quantidades conhecidas da
substancia de interesse que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra,
antes do preparo. Constréi-se uma curva analitica relacionado as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas.
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O ponto em que a reta corta 0 eixo das ordenadas corresponde a area do pico da
substancia que esta sendo determinada, sem nenhuma adigdo do padrdo. A extrapolagéo
da reta define, no eixo das abscissas a concentragcdo da substancia na amostra analisada.
O método da adigdo-padréo é trabalhoso, mas é especialmente importante quando a
amostra € muito complexa, quando as interacdes com a matriz sdo significativas e
qguando ha dificuldade de se encontrar um padrdo interno adequado ou uma matriz
isenta da substancia de interesse (MOREAU, 2008). A Figura 25 exibe um exemplo da
aplicacdo da adicao-padrdo na determinagdo da concentracdo de milonina, warifteina e
metilwarifteina no extrato etanolico bruto das folhas de Cissampelos sympodialis por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Figura 25: Exemplo da adicdo-padrdo na determinagdo da concentragdo de milonina,
warifteina e metilwarifteina em amostras de extrato etandlico bruto das folhas de C.

sympodialis.
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9.1.3 Intervalo:

E a faixa entre os limites de quantificacio superior e inferior de um método
analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacédo

pretendida do meétodo.

9.1.4 Precisdo:

E a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas

de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta se divide em trés niveis:

Repetibilidade (preciséo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro
de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analito e mesma instrumentacao.

A repetibilidade do método € verificada por no minimo 9 determinacdes, ou seja,
3 concentragOes: baixa, média e alta, com 3 réplicas cada ou minimo de 6 determinagdes

a 100% da concentracdo teste.

Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre o0s
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes. Recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes

com analistas diferentes.

Reprodutibilidade: concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios
diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de

metodologia analitica.

A precisdo pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente

de variacdo (CV%), segundo a formula:

DPR =DP x 100,
CMD

em que DP ¢ o desvio padrdo e CMD a concentracdo média determinada. N&o se admite

valores superiores a 5%.
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9.1.5 Limite de Deteccédo (LOD):

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob condi¢Ges experimentais
estabelecidas. O limite de detecgédo é estabelecido por meio da analise de solucdes de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel.

Com métodos instrumentais como CLAE a estimativa do limite de deteccdo
pode ser feita com base na relacdo 3 vezes o ruido da linha de base. Pode ser

determinado pela equacéo:

LD =DPax 3
IC
em que DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas com as concentrag¢fes do farmaco proximas ao suposto limite de

quantificacdo e IC é a inclinagdo da curva de calibracao.

9.1.6 Limite de Quantificacdo (LOQ):

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatiddo aceitaveis sob condi¢des experimentais estabelecidas.

O Limite de Quantificacdo é estabelecido por meio da andlise de solucdes
contendo concentracfes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com

precisdo e exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equacao:

LD =DPax10
IC
em que DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas com as concentracfes do farmaco proximas ao suposto limite de
quantificacédo e IC ¢ a inclinacdo da curva de calibracao.
Também pode ser determinado por meio do ruido, considerando a concentragédo

que produza relagdo sinal-ruido superior a 10 : 1.
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9.1.7 Exatidao:

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao
valor verdadeiro.

A exatiddo € calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescido dos intervalos de confianca.

E determinado através de 3 concentracdes: baixa, média e alta, com 3 réplicas
cada, perfazendo um total de 9 determinacgdes. A exatiddo é expressa pela relagdo entre
a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica

correspondente:

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100
concentracgéo teorica

De modo geral, quanto menor o nimero de etapas que constituem o metodo e
quanto maiores a homogeneidade e uniformidade da composi¢do do material analisado,
menor serd o erro inerente acumulado e, consequentemente o rigor sera atingido.
Durante a pratica da validacdo é também importante observar a regularidade da
producdo. Os riscos de heterogeneidade sdo variaveis: numero de fases, natureza dos
produtos (caracteristicas fisicas, concentracdo e instabilidade), preparacdo e secagem,
além do método de extracio (ARAGAO, 2002).

9.1.8 Robustes:

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta em
face de pequenas variagbes. Um método se diz robusto se revelar praticamente

insensivel a pequenas variagdes que possam ocorrer quando esse esta sendo executado.
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10. MATERIAIS E METODO

10.1 Reagentes e materiais

- Metanol grau HPLC, MERCK;

- Alcool etilico 95% P.A-ACS (Quimex);

- Trietilamina, (MERCK);

- Agua purificada (Elga Purelab Option-Q);

- Filtros para seringa com 0,45 um de didmetro de poro;

- Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia constituido de bomba LC-10
Advp, detector SPD-10AVvp, autoinjetor SIL-10Advp, forno CTO-10ASvp,
controlador SCL-10Avp, degaseficador DGU-14A, todos os médulos da SHIMADZU;
-Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia constituido de uma bomba LC-10
ADvp, detector SPD-M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp,
degaseficador DGU-14A, todos da Shimadzu;

10.2 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foi preparado uma solucdo com a mistura dos
padroes a 100 pg/mL e injetado no CLAE/DAD para verificar a separacdo
cromatografica da milonina, warifteina e metilwarifteina. Depois foram analisados 0s
espectros de UV caracteristicos de cada marcador através de comparacOes. Foi
preparada uma amostra do extrato etandlico bruto sem adi¢do dos marcadores e injetado
para obter seus tempos de reten¢do, comparando-os com os dos padrdes. Outra amostra
do extrato adicionada de 100 pg/mL dos padrdes foi injetada e os tempos de retengéo

foram entdo comparados para a confirmacdo de cada marcador na amostra.

indice de similaridade

O indice de similaridade foi usado para comparar a pureza dos picos
cromatograficos da milonina, warifteina e metilwarifteina na amostra do extrato sem
adicdo dos padrdes em relacdo a dos padrdes em solucdo e avaliar se ha presenca de
interferentes coeluindo com os marcadores. Valores acima de 0,90 determinam a pureza

espectral dos picos cromatograficos. A pureza do pico foi calculada através de
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comparagfes de 3 pontos no pico cromatografico. O ponto 1 no inicio do pico

cromatografico, o ponto 2 no apice do pico e o ponto 3 no final do pico.

10.3 Linearidade

A aliquotas de 250 pL de uma solugdo a 25 mg/mL do extrato etandlico bruto
das folhas, foram adicionadas solugdes estoques a 1 mg/mL de milonina, warifteina e
metilwarifteina para obter as seguintes concentragdes nominais:

- Amostra sem adicdo dos padrbes (zero pg/mL): 250 pL do extrato + 750 pL da fase
movel;

- Para a concentragéo de 2,0 pg/mL: foi realizado uma diluicdo das solucGes estoques
até obter solugdes de concentragdo de 40 pug/mL. Destas solugdes foi pipetado 50 pL de
cada marcador: 250 pL do extrato + 50 pL de milonina + 50 pL de warifteina + 50 pL
de metilwarifteina + 600 pL da fase movel;

- 10 pg/mL: 250 pL do extrato + 10 puL de milonina + 10 pL de warifteina + 10 pL de
metilwarifteina + 720 pL de fase movel;

- 20 pg/mL: 250 pL do extrato + 20 puL de milonina + 20 pL de warifteina + 20 pL de
metilwarifteina + 690 UL de fase movel,

- 30 pg/mL: 250 pL do extrato + 30 puL de milonina + 30 pL de warifteina + 30 uL de
metilwarifteina + 660 L de fase movel;

- 50 pg/mL: 250 pL do extrato + 50 puL de milonina + 50 pL de warifteina + 50 pL de
metilwarifteina + 600 pL de fase movel,

- 100 pg/mL: 250 pL do extrato + 100 uL de milonina + 100 pL de warifteina + 100 pL
de metilwarifteina + 450 pL de fase movel.

As amostras foram injetadas no cromatografo (20 puL) em triplicatas através do
injetor automatico, e as areas dos picos cromatograficos foram utilizadas para a
construcdo das curvas de calibracdo e avaliagdo de linearidade.

Juntamente com as curvas de calibracdo obtidas na linearidade, graficos de
residuos foram feitos para demonstrar se os valores estavam livres de desvios e se
existia tendéncia.

Também foi verificado o perfil cromatogréfico dos extratos pela injecdo em
CLAE com as seguintes condi¢Bes cromatograficas: fluxo 1mL/min.; modo gradiente:
5-95% em H,0 (0,05% TEA) (A): MeOH (B); tempo: 65 min; A =278 nm. Pelo fato de

todos os estudos farmacologicos com o extrato serem feitos com a fragdo aquosa, esta
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foi preparada e injetada para verificar se na fracdo aquosa do extrato estudado tem os
marcadores. Para isso, foi pesado 300 mg do extrato e adicionado 300 puL de &gua
purificada em eppendorf. Depois foi extraido no Vortex por 5 min. e no Ultrassom por
20 min. Transferiu-se o eppendorf para a centrifuga com as seguintes condicdes: 12.000
rpm, tempo de 10 min. a temperatura de 4°C. O sobrenadante resultante do processo de

extragdo foi entdo filtrado e injetado.

10.4 Precisao e exatiddo

Para andlise da precisdo e exatiddo foram escolhidas trés concentragdes: Baixa
(2 pg/mL), Média (50 pg/mL) e Alta (80 pg/mL). Essas amostras foram preparadas em
quintuplicatas juntamente com as curvas de calibracdo por adicdo de cada marcador
quimico (descrito no item 10.3 da Linearidade) e injetado em CLAE/UV e Vis. As
andlises foram realizadas em trés dias diferentes. Para a preparacdo das amostras de
precisdo e exatidao seguiu-se 0 seguinte procedimento:

A aliquotas de 250 pL de uma solugdo a 25 mg/mL do extrato etandlico bruto das
folhas, foram adicionadas solugdes a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina
e completadas com fase movel para obter as seguintes concentra¢fes nominais:
-Concentragdo Baixa de 2 pg/mL: da mesma forma que descrito no iten 10.3 da
Linearidade;

-Concentracdo Média de 50 pg/mL: da mesma forma que descrito no iten 10.3 da
Linearidade;

-Concentragédo Alta de 80 pg/mL: 250 pL do extrato + 80 pL de milonina + 80 pL de
warifteina + 80 pL de metilwarifteina + 510 pL de fase movel.

Para o célculo do valor tedrico de cada concentracdo no extrato, foi somada a
guantidade de milonina, warifteina e metilwarifteina adicionado ao extrato com suas
quantidades pré-existentes na amostra do extrato, e com a equacdo da reta obtida com as
curvas de calibracao igualando y a zero.

Para calcular os valores verdadeiros de milonina, warifteina e metilwarifteina no
extrato foi substituida a incognita y da equacéo da reta pelos valores das areas dos picos
cromatograficos obtidos para as concentracGes Baixa, Média e Alta e estes resultados
foram somados com a quantidade de milonina, warifteina e metilwarifteina pré-

existentes no extrato.
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Através destes valores foi calculada a precisdo, com o desvio padrdo relativo, e a
exatiddo dividindo a concentracdo média experimental pela concentra¢do tedrica e

multiplicando por 100.

10.5 Robustez

Foram preparadas trés amostras cujas concentracdes foram: 2, 50 e 100 pg/mL
(da mesma forma que o descrito no item 10.3 da Linearidade) e depois realizadas trés
injecOes de cada amostra com a metodologia validada (ver o item desenvolvimento
cromatografico). O primeiro pardmetro a ser verificado foi a temperatura do forno que
mudou de 40°C para 38°C e 42°C. O segundo parametro a ser verificado foi @ mudanca
da coluna cromatografica que passou de uma coluna de C-18 para uma coluna C-8. E o
ultimo parametro a ser analisado foi a concentracéo de trietilamina (TEA) que passou de
0,05% na solucdo aquosa para 0,1%. Para calcular o coeficiente de variagdo (CV%)
dividiu-se a média da area da amostra (Aa) pela média da area do padrdo (Ap), depois

se multiplicou por 100 e por fim se subtraiu de 100:

CV% = (Aa/Ap x 100) - 100

10.6 Limite de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Para calcular os limites de deteccéo e de quantificagdo da milonina, warifteina e
metilwarifteina foram feitas as suas estimativas baseadas nas curvas de calibracdo
obtidas no estudo da Linearidade seguindo a RE 899/2003. A estimativa para o calculo
do limite de deteccéo foi feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base

através da seguinte equacéo:

LD =DPax3
IC

onde: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de

calibracdo e IC é a inclinacdo da curva de calibragéo (Slope).
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J& a estimativa para o calculo do limite de quantificacdo foi feita com base na

relacdo de 10 vezes o ruido da linha de base através da seguinte equacao:

LD =DPax 10
IC

10.7 Estudo de estabilidade a temperatura ambiente

Foram preparadas duas amostras cujas concentracfes foram de 4 pug/mL e 80
pHg/mL. e em seguida realizadas trés injecdes de cada amostra com a metodologia
validada no CLAE. A amostra de 80 pg/mL foi preparada da mesma forma que esta
descrito no item da Precisdo e Exatiddo (pag. 83). Ja o procedimento para a preparacdo
da amostra de 4 pg/mL foi: 250 pL do extrato + 4 uL de milonina + 4 pL de warifteina
+ 4 pL de metilwarifteina + 738 pL de fase movel. Apo6s terminar a corrida
cromatografica as amostras foram colocadas no balcdo e deixadas a temperatura
ambiente por 8 horas seguidas. Depois desse tempo elas foram novamente analisadas no
CLAE e suas medias foram comparadas com os resultados anteriores através dos

coeficientes de variagdo (CV%) e perfil cromatografico.

10.8 Degradacéo &cida

Em 250 pL do extrato (25 mg/mL) foi adicionado 500 uL de warifteina a 1
mg/mL, 500 pL de metilwarifteina a Img/mL e 500 pL de milonina a Img/mL mais
250 pL de HCI 0,4 M e 3 mL de solucdo tampao fosfato pH=7,0. Esta solucdo foi
colocada em um tubo de ensaio e levada ao aparelho Dry Block a uma temperatura de
80°C durante 15 min. Depois foram injetadas em CLAE amostras antes do processo de

stress acido (recém-preparadas) e amostras ap0s 0 processo de stress acido.
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11. RESULTADOS E DISCUSSAO
11.1 Seletividade

A Figura 26 mostra o cromatograma da injecdo de 100 pug/mL da mistura dos
marcadores quimicos obtido em CLAE/DAD. A Figura também mostra o espectro de

ultravioleta (UV) da milonina, warifteina e metilwarifteina.

Figura 26: Cromatograma da injecéo de 100 pg/mL da mistura dos padrées mostrando o

espectro de ultravioleta da milonina, warifteina e metilwarifteina.

A Figura 27 (pag. 87) exibe o cromatograma obtido com a injecdo do extrato
etandlico bruto diluido e filtrado sem adicdo de milonina, warifteina e metilwarifteina,
enquanto a Figura 28 (pag. 87) mostra 0 mesmo extrato adicionado de 100 pg/mL dos

marcadores quimicos.



CAPITULO IlI: VALIDACAO DO METODO 87

Figura 27: Cromatograma da injecdo do extrato sem adicdo dos padrbes em
CLAE/DAD na seletividade do método.

Figura 28: Cromatograma da injecéo do extrato com adi¢do de 100 pg/mL dos padrbes
em CLAE/DAD. na seletividade do método.

A Figura 29 (pdg. 88) mostra que a milonina (A) apresentou um indice de
similaridade que variou entre 0,98 na base do pico cromatografico a 0,99 no apice do
pico cromatografico sem a presenca de interferentes. A pureza de pico na analise dos
trés pontos foi de 99,1%. A warifteina (B) apresentou um indice de similaridade que
variou de 0,981 na base do pico a 0,986 no seu apice. A pureza de pico na analise dos
trés pontos foi de 98,4%. Ja o indice de similaridade da metilwarifteina (C) variou entre
0,978 na base do pico a 0,973 no seu apice. A pureza de pico registrada foi de 97,5%. O
método demonstrou especificidade/seletividade para os trés picos estudados.
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Figura 29: Perfil de pureza da milonina (A), warifteina (B) e metilwarifteina (C) no

extrato sem adicdo dos marcadores obtidos em CLAE/DAD na seletividade.
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11.2 Linearidade

A Tabela 2 mostra as médias das areas dos picos cromatograficos em relacdo as
suas concentragdes crescentes na avaliagdo do primeiro dia da Linearidade para os
alcaldides milonina, warifteina e metilwarifteina adicionados ao extrato etanélico bruto,
e que por regresséo linear resultou em um coeficiente de correlacéo linear de r’=0,9996
para a milonina, r’= 0,9990 para a warifteina e r°=0,9989 para a metilwarifteina. Na
estatistica do teste o intervalo de 95% de confianca para a milonina ficou entre 6,439 a
8,866 pg/mL, para a warifteina entre 3,226 a 6,698 a pug/mL e para a metilwarifteina
entre 0,2931 a 3,176 pg/mL. Fazendo-se a extrapolacdo para zero com a equacgéo da reta
(y=0), foram encontradas as concentragdes originais da amostra para a milonina de
7,630 pg/mL, warifteina de 4,916 pg/mL e metilwarifteina de 1,395 pg/mL, portanto,
todos dentro do intervalo de 95% de confianga.

Tabela 2: Resultados do primeiro dia de avaliagdo da relacéo linear entre as areas dos
picos de milonina, warifteina e metilwarifteina e suas concentracoes.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragéo’ Area do pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Mg/mL)
1 0 175338 133212 44595
2 2 212552 169150 73853
3 10 383532 325186 203551
4 20 576973 529069 385285
5 30 820519 733960 571073
6 50 1212389 1165328 898004
7 100 2329233 2310329 1874664
Inclinagéo 21520 £ 202.7 21780 £ 305.7 18270 + 270.4
Intercepto de Y quando X=0 164200 + 9036 107100 £ 13630 25490 + 12050
Intercepto de X quando Y=0 -7,630 -4,916 -1,395
Intervalo de confianga 95%
Inclinacéo 20990 to 22040 20990 t022560 17570 t018960
Intercepto de X quando Y=0.0 -8,866 to -6,439 -6,698 t0 -3,226  -3,176 t0 0,2931
r2 0,9996 0,9990 0,9989
F 11260 5074 4564
Valor P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢ao de padrdo a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das injecBes das amostras feitas em triplicatas.
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A Figura 30 mostra as trés curvas de calibracdo obtidas para os marcadores
milonina, warifteina e metilwarifteina. Estes resultados demonstram claramente a
relagdo linear entre as concentragdes dos marcadores nas solugdes testes com a resposta
do detector (UV-Vis) expressados em areas de picos. A Figura 31 mostra a distribuicdo
aleatdria dos residuos, com valores positivos e negativos em relagdo ao eixo zero para

0s trés marcadores, portanto, livre de tendéncias.
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Figura 30: Curvas de calibracéo obtidas no primeiro dia de avaliacdo da linearidade.
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Figura 31: Grafico de residuos das primeiras curvas de calibracéo.
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As Figuras 32, 33, 34 e 35 mostram alguns dos cromatogramas obtidos no

primeiro dia do estudo da Linearidade do método.
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Figura 32: Cromatograma do extrato néo adicionado de marcadores no primeiro dia da

Linearidade.
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Figura 33: Cromatograma do extrato adicionado de 50 pg/mL de marcadores no

primeiro dia da Linearidade.
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Figura 34: Cromatogramas do extrato sem adicdo (linha escura) e do extrato adicionado

de 50 pg/mL (linha clara) sobrepostos no primeiro dia da Linearidade.
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Figura 35: Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no

primeiro dia da Linearidade.
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A Tabela 3 exibe os resultados obtidos com o segundo dia de andlise para o
estudo de Linearidade. Os coeficientes de correlagdo linear obtidos para milonina,
warifteina e metilwarifteina foram de r’= 9995, r’= 9979 e r’= 9995, respectivamente.
As concentragdes originais foram de 7,811 pg/mL para milonina, 5,604 pg/mL para
warifteina e 1,551 pug/mL para metilwarifteina. O intervalo de 95% de confianca para a
milonina ficou entre 6.495 a 9,181 pg/mL, de 3,154 a 8,250 pug/mL para a warifteina e
de 0,387 a 2,758 pg/mL para a metilwarifteina, portanto, todas as concentra¢fes obtidas

com as curvas de calibragdo dos marcadores ficaram dentro do intervalo de confianca.

Tabela 3: Resultados da segunda avaliacdo da relagdo linear entre as areas dos picos de
milonina, warifteina e metilwarifteina e suas concentracdes.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragdo* Area do pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Hg/mL)
1 0 179287 133698 44315
2 2 210503 156990 67939
3 10 345327 299084 190084
4 20 560211 519079 374687
5 30 787218 713822 522796
6 50 1163180 1036863 874394
7 100 2221388 2124849 1758266
Inclinagéo 20500 £ 213.2 19840 £ 404.1 17200 £ 173.7
Intercepto de Y quando X=0 160100 £ 9500 111200 £ 18010 26680 + 7740
Intercepto de X quando Y=0 -7,811 -5,604 -1,551
Intervalo de confianca 95%
Inclinagdo 19950 to 21050 18800 t0 20880 16750 to 17640
Intercepto de X quando Y=0.0 -9,181 to -6,495 -8,250 to-3,154  -2,758 to -0,387
r2 0,9995 0,9979 0,9995
F 9250 2410 9806
Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢do de padrdo a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das injecBes das amostras feitas em triplicatas.
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A Figura 36 mostra as trés curvas de calibragdo obtidas no segundo dia de
analise do estudo de Linearidade. Os coeficientes de correlagdo linear estdo todos dentro
do especificado pela RE899 que é de r*=0,99. A Figura 37 é o grafico de residuos e
mostra valores positivos e negativos para todos os marcadores, portanto, livre de

tendéncias.
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Figura 36: Curvas de calibracéo obtidas no segundo dia de avaliacdo da linearidade.
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Figura 37: Grafico de residuos das segundas curvas de calibragéo.
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As Figuras 38, 39, 40 e 41 mostram alguns dos cromatogramas obtidos no

segundo dia do estudo da Linearidade do método.
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Figura 38: Cromatograma do extrato ndao adicionado de marcadores no segundo dia da

Linearidade.
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Figura 39: Cromatograma do extrato adicionado de 50 pg/mL de marcadores no

segundo dia da Linearidade.
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Figura 40: Cromatogramas do extrato sem adicdo (linha escura) e do extrato adicionado

de 50 pg/mL (linha clara) sobrepostos no segundo dia da Linearidade.
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Figura 41: Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no

segundo dia da Linearidade.
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A Tabela 4 mostra os resultados obtidos para o terceiro dia de avaliacdo da
Linearidade. O coeficiente de correlagéo linear para a milonina foi de r’ = 0,9989, para a
warifteina de r* = 0,9990 e para a metilwarifteina de r> = 0,9997. As concentracoes
originais dos alcal6ides foram: 8,75 pg/mL (milonina), 5,38 pg/mL (warifteina) e 2,036
pug/mL (metilwarifteina). Todos estes resultados estdo dentro do intervalo de 95% de
confianca, cujos valores foram: 6,82 a 10,80 a pg/mL (milonina), 3,69 a 7,16 pg/mL
(warifteina) e 1,12 a 2,69 pg/mL (metilwarifteina).

Tabela 4: Resultados da terceira avaliacdo da relacdo linear entre as areas dos picos de
milonina, warifteina e metilwarifteina e suas concentragdes.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragdo* Areado pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Hg/mL)
1 0 186012 135028 46746
2 2 239711 169976 77728
3 10 387085 316901 201212
4 20 610366 520722 400716
5 30 823360 726079 588738
6 50 1177255 1116227 970613
7 100 2299363 2223378 1868349
Inclinacéo 20940 + 317.0 20860 + 290.8 18360 + 142.9
Intercepto de Y quando X=0 183300 £ 14130 112200 + 12960 37380 £ 6370
Intercepto de X quando Y=0 -8,753 -5,380 -2,036
Intervalo de confianga 95%
Inclinagdo 20130 to 21760 20110t0 21610 17990 to 18730
Intercepto de X quando Y=0.0 -10.80 to -6.828 -7.161t0-3.690 -2.969to-1.129
rz 0,9989 0,9990 0,9997
F 4366 5146 16500
Valor P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢do de padrdo a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das inje¢Bes das amostras feitas em triplicatas.

A Figura 42 (pag. 98) mostra as trés curvas de calibracdo obtidas no terceiro dia
de analise do estudo de Linearidade. As relagcdes entre as concentracdes das amostras e
as areas dos picos cromatograficos foram lineares como esta demonstrado na Figura 42,
e livres de tendéncias, como € visualizado na Figura 43 (pag. 98), grafico dos residuos,

com valores positivos e negativos para os trés marcadores.
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Figura 42: Curvas de calibracdo obtidas no terceiro dia de avaliacdo da Linearidade.
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Figura 43: Grafico dos residuos das terceiras curvas de calibrag&o.
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As Figuras 44, 45, 46 e 47 mostram alguns dos cromatogramas obtidos no

terceiro dia do estudo da Linearidade do método e a Figura 48 (pag. 101) mostra os

cromatogramas obtidos na verificagdo do perfil cromatogréfico do extrato.
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Figura 44: Cromatograma do extrato ndo adicionado de marcadores no terceiro dia da

Linearidade.
0.5 0.5
4 Namg L
Retehtion Time
0.4 0.4
]
=
0.3 S 0.3
] =
= £ =
2 ] 2 3 ; 2
G Z = Z G
2] = 3 k 02
. E g E .
8 2 9
0.1 = = o 0.1
0.0_ u\_—“,_ﬂ J\ 0-0
0.0 2.5 5.0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Minutes

Figura 45: Cromatograma do extrato adicionado de 50pug/mL de marcadores no terceiro

dia da Linearidade.
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Figura 46: Cromatogramas do extrato sem adicdo (linha escura) e do extrato adicionado

de 50 pg/mL (linha clara) sobrepostos no terceiro dia da Linearidade.
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Figura 47: Cromatograma do extrato adicionado de 100 pg/mL de marcadores no

terceiro dia da Linearidade.
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Figura 48: Fracdo aquosa do extrato (A), perfil cromatogréafico do extrato sem adicdo
(B) e cromatograma dos padrdes a 100 pg/mL (C). Condigdes: fluxo 1 mL/min.; modo
gradiente: 5-95% em H,O (0,05% TEA) (A): MeOH (B); tempo: 65 min; A =278 nm.
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11.3 Precisao e exatiddo

Para o primeiro dia de analise da precisdo e exatidao os resultados obtidos para a
curva de calibracéo estdo exibidos na Tabela 5. Como mostra a Figura 49 (pag. 103) as
quantidades de milonina, warifteina e metilwarifteina encontradas no extrato apos a
regressdo linear da equacdo da reta obtida foram de 7,82; 4,45 e 1,09 pg/mL,
respectivamente. A Figura 50 (pag. 104) mostra os residuos obtidos com os dados da
curva de calibragdo. Com este resultado o valor tedrico obtidos no extrato para as
concentracdes Baixa (2), Média (50) e Alta (80) foram de 9,82; 57,82 e 87,82 pg/mL
para a milonina; 6,45; 54,45 e 84,45 para a warifteina e 3,09; 51,09 e 81,09 para a
metilwarifteina, respectivamente.

A Tabela 6 mostra os valores das areas dos picos cromatograficos para as
concentracdes Baixa, Média e Alta. Os resultados de precisao para a milonina foram de
2,33% para a concentracdo Baixa, 2,77 para a concentracdo Média e 2,24% para a
concentracdo Alta como esta demonstrada na Tabela 7. J& para a exatiddo os valores
foram de 102,83% para a Baixa, 100,08% para a Média e 103,15% para a Alta. Para a
warifteina os resultados de precisdo foram de 5,09% na Baixa, 3,63% na Média e 1,86%
na Alta. Os valores de exatiddo foram de 113,96% para a Baixa, 95,40 para a Média e
98,16 para a Alta. E para a metilwarifteina os valores de precisdo foram de 6,42% para a
Baixa, 2,72% para a Média e 1,49% para a Alta. Enquanto os valores de exatiddo foram
de 114,73% para a Baixa, 94,41% para a Média e 98,76 para a Alta. Todos os resultados
estdo dentro das especificacBes estabelecidas pela RE899 da ANVISA para métodos
bioanaliticos que estipula para a precisdo um desvio de no méaximo 15% e para a
exatiddao de 85-115%. A Figura 51 (pag. 106) mostra um dos cromatogramas obtido

para o primeiro dia de analise de precisao e exatid&o.
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Tabela 5: Resultados da curva de calibracdo para o primeiro dia de preciséo e

exatidao.
Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragdo* Area do pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Hg/mL)
1 0 175614 134664 45178
2 2 210244 170490 74834
3 10 381370 330199 205658
4 20 578829 542309 390446
5 30 819369 749344 574402
6 50 1196064 1168319 909820
7 100 2302707 2404539 1932920
Inclinagdo 21240 + 212.5 22620 + 478.0 18820 + 352.5
Intercepto de Y quando X=0 166000 + 9473 100600 +£ 21300 20430 + 15710
Intercepto de X quando Y=0 -7,817 - 4,449 -1,086

Intervalo de confianca 95%
Inclinagéo
Intercepto de X quando Y=0.0
r2
F
Valor P

20690 to 21780
-9.135 to0 -6.550
0,9995
9983
< 0,0001

21390 to 23850
-7.150 to -1.955
0,9978
2239
<0,0001

17920 to 19730
-3.344 t0 1.027
0,9982
2851
< 0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢do de padrdo a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das injecGes em duplicatas das amostras.
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Figura 49: Curva de calibracédo obtida no primeiro dia de precisdo e exatidao.
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Figura 50: Grafico de residuos do primeiro dia de precisao e exatiddo.

Tabela 6: Area dos picos cromatogréaficos das concentragdes Baixa, Média e Alta para o
primeiro dia de analise.

N° de 2 ug/mL 50 pg/mL 80 pg/mL

replicatas (Area) (Area) (Area)
Milonina

! 217168 1245039 1972301

2 210211 1206481 1960539

3 210276 1185647 1886718

4 212554 1233554 1875032

S 221745 1273364 1923648
Warifteina

! 143560 1159346 1908867

2 166469 1160782 1889712

3 158685 1175855 1848823

4 154721 1105756 1819336

5 151681 1225133 1866685

Metilwarifteina

1 64584 917793 1533821
2 66151 901846 1519288
3 60057 874374 1497914
4 71893 898434 1474153
5

64134 941137 1506294
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Tabela 7:. Valores obtidos para a precisdo e exatiddo intradia no primeiro dia de analise.

Milonina Warifteina Metilwarifteina

9,82 pg/mL 57,82 pg/mL 87,82 pg/mL 6,45 pg/mL 54,45 pg/mL 84,45 pg/mL 3,09 pg/mL 51,09 pg/mL 81,09 pg/mL

1 10,23 58,63 92,88 6,84 51,68 84,76 3,50 48,82 81,55
2 9,90 56,82 92,32 7,86 51,74 83,92 3,99 47,98 80,77
3 9,90 55,83 88,85 7,51 52,41 82,11 3,26 46,52 79,64
4 10,01 58,09 88,30 7,34 49,31 80,81 3,89 47,80 78,38
5 10,44 59,97 90,59 7,20 54,58 82,90 3,48 50,06 80,08
Média 10,10 57,87 90,59 7,35 51,95 82,90 3,55 48,24 80,08
DP 0,23 1,60 2,03 0,37 1,88 1,54 0,23 1,31 1,20
DPR% 2,33 2,77 2,24 5,09 3,63 1,86 6,42 2,72 1,49

Exatidao% 102,83 100,08 103,15 113,96 95,40 98,16 114,73 94,41 98,76




CAPITULO I1I: VALIDACAO DO METODO 106

0.5 0.5
0.4 0.4
=
E
= e
0.3 £ £ 0.3
= el i
£ = g
g g E E g
o = g o o
= >
0.2 = > 0.2
8 = @
o ~ 5]
- - ]

; UJ )
0.0+ 0.0
0.0 2.5 5.0 7.5 100 125 150 175 200 225 250 275 30.0
Minutes

Figura 51: Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no

primeiro dia de andlise de precisao e exatid&o.

Para o0 segundo dia de anélise os resultados obtidos com a curva de calibragdo estdo
demonstrados na Tabela 8. As quantidades de marcadores encontrados na amostra de
extrato foram de 7,24 pg/mL para a milonina, 5,89 pg/mL para a warifteina e 1,20
pg/mL para a metilwarifteina como mostra a Figura 52 (pag. 108). A Figura 53 (pag.
108) mostra os residuos obtidos com a segunda curva de calibracdo. A &rea dos picos
cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta estdo demonstradas na Tabela
9. O valor tedrico de milonina no extrato foi de 9,24 pg/mL para a concentracao Baixa,
57,24 pg/mL para a concentracdo Média e 87,24 pug/mL para a concentragdo Alta. Para
a warifteina o valor tedrico para as concentracbes Baixa, Média e Alta foram,
respectivamente, de 7,90 pg/mL, 55,90 pg/mL e 85,90 ug/mL. Para a metilwarifteina o
valor tedrico encontrado foi de 3,20 pg/mL, 51,20 e 81,20 para as concentracdes Baixa,

Média e Alta, respectivamente.
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Os resultados de precisdo para a milonina foram de 2,39% (Baixa), 1,24% (Meédia) e
3,55% (Alta) como esta demonstrada na Tabela 10. Para a warifteina os valores de
precisdo calculados foram de 2,68% (Baixa), 3,58% (Média) e 1,12% (Alta). Para a
metilwarifteina os resultados de precisdo foram de 4,39% (Baixa), 2,86% (Média) e
3,52% (Alta). Os resultados da exatiddo para a milonina foram de 110,12% (Baixa),
97,36% (Média) e 104,15% (Alta). Na warifteina os valores de exatiddo foram de
102,16% (Baixa), 96,09% (Média) e 102,93% (Alta). Para a metilwarifteina os
resultados foram de 114,70% (Baixa), 96,09% (Média) e 106,31% (Alta). Todos os
resultados ficaram dentro das especificacdes estabelecidas pela RE899 da ANVISA para
métodos bioanaliticos. A Figura 54 (pag. 111) mostra o cromatograma obtido para o

segundo dia de analise de precisdo e exatidao.

Tabela 8: Resultados da curva de calibragdo para o segundo dia de precisao e exatidao.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragdo* Area do pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Hg/mL)
1 0 170343 135248 44571
2 2 211841 154444 67477
3 10 341115 296590 189865
4 20 567437 524152 379967
5 30 790331 719529 528267
6 50 1162191 1032171 870059
7 100 2271062 2099044 1808133
Inclinagéo 20990 £ 289.2 19590 + 390.6 17640 £ 277.3
Intercepto de Y quando X=0 152000 £ 12890 115400+ 17410 21120 * 12360
Intercepto de X quando Y=0 -7,238 -5,892 -1,197
Intervalo de confianca 95%
Inclinagdo 20250 to 21740 18590 t0 20590 16930 to 18360
Intercepto de X quando Y=0.0 -9.049 to -5.521 -8.492 t0 -3.482  -3.085 to 0.5875
r2 0,9991 0,9980 0,9988
F 5271 2515 4049
Valor P <0,0001 < 0,0001 <0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢ao de padrdo a 1mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das injecBes em duplicatas das amostras.
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Figura 52: Curva de calibracdo obtida no segundo dia de preciséo e exatidao.
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Figura 53: Grafico de residuos para a segunda curva de calibragdo na precisdo e

exatidao.
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Tabela 9: Area dos picos cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta para o
segundo dia de analise.

N° de 2 ug/mL 50 pg/mL 80 pg/mL

replicatas (Area) (Area) (Area)
Milonina

! 218247 1170711 1926667

2 218156 1189636 1993111

3 215180 1174576 1906169

4 208502 1149806 1804117

5 207827 1165158 1907516
Warifteina

! 159053 1103330 1699424

2 159738 1046874 1735663

3 150873 1065198 1743140

4 158015 999144 1749555

5 162081 1046247 1731946

Metilwarifteina

1 61151 869150 1566124
2 64584 847824 1552034
3 66809 900244 1542549
4 68145 839873 1431430
5

62863 883064 1523034
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Tabela 10: Valores obtidos para a precisao e exatiddo intradia no segundo dia de anélise.

Milonina Warifteina Metilwarifteina

9,24 yg/mL 57,24 pg/mL 87,24 pg/mL 7,9 pg/mL 55,9 pg/mL 85,9 pg/mL 3,2ug/mL 51,2 pg/mL 81,2 pg/mL

1 10,40 55,77 91,77 8,13 56,33 86,76 3,47 49,26 88,77
2 10,39 56,67 94,94 8,16 53,45 88,61 3,66 48,05 87,97
3 10,25 55,95 90,80 7,71 54,38 88,99 3,79 51,03 87,43
4 9,93 54,77 85,94 8,07 51,01 89,32 3,87 47,60 81,13
5 9,90 55,50 90,86 8,28 53,42 88,42 3,57 50,05 86,32
Média 10,18 55,73 90,86 8,07 53,72 88,42 3,67 49,20 86,32
DP 0,24 0,69 3,23 0,22 1,92 0,99 0,16 1,41 3,03
DPR% 2,39 1,24 3,55 2,68 3,58 1,12 4,39 2,86 3,52

Exatidao%o 110,12 97,36 104,15 102,16 96,09 102,93 114,70 96,09 106,31
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Figura 54: Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no
segundo dia de analise de precisdo e exatidao.

Para o terceiro dia de analise os resultados obtidos na curva de calibracdo estdo
demonstrados na Tabela 11. As quantidades de cada marcador encontrados no extrato
foram de 8,68 pg/mL para a milonina, 5,43 pg/mL para a warifteina e 1,85 pg/mL para
a metilwarifteina como mostra o na Figura 55 (pag. 113). A Figura 56 (pag. 1113)
mostra os valores obtidos para os residuos na terceira curva de calibragcdo. A area dos
picos cromatogréficos obtidos para as concentracbes Baixa, Média e Alta estdo
demonstradas na Tabela 12. O valor tedrico de milonina encontrado no extrato foi de
10,68 pg/mL para a concentracdo Baixa, 58,68 pg/mL para a concentragdo Media e
88,68 pg/mL para a concentracdo Alta. Para a warifteina o valor tedrico nas
concentragOes Baixa, Média e Alta foram, respectivamente, 7,43 pg/mL, 55,43 pg/mL e
85,43 pg/mL. Na metilwarifteina os valores tedricos foram de 3,85 pug/mL (Baixa),
51,85 ng/mL (Média) e 81,85 pg/mL (Alta).
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Os resultados obtidos da precisdo para a milonina foram de 3,11% (Baixa), 4,35%
(Meédia) e 1,36% (Alta) como esta demonstrada na Tabela 13 Para a warifteina os
resultados foram de 3,15% (Baixa), 3,59% (Média) e 0,90% (Alta). Na metilwarifteina
os resultados de precisdo foram 2,09% (Baixa), 1,56% (Média) e 1,75% (Alta). Os
resultados obtidos de exatiddo para a milonina foram de 106,52% (Baixa), 98,56%
(Média) e 100,67% (Alta). Para a warifteina os resultados foram 108,44% (Baixa),
99,16% (Média) e 103,99% (Alta). J& para a metilwarifteina a exatiddo ficou em
108,94% (Baixa), 101,78% (Media) e 102,21% (Alta). A Figura 57 (pag. 1116) mostra

0 cromatograma obtido no terceiro dia de analise de precisdo e exatidao.

Tabela 11: Resultados da curva de calibragéo para o terceiro dia de precisao e exatid&o.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragdo* Areado pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Hg/mL)
1 0 192135 136569 47322
2 2 244698 173209 77263
3 10 388643 319010 200290
4 20 604945 516305 393713
5 30 816323 723576 584847
6 50 1173969 1112489 972522
100 2312731 2219859 1877807
Inclinacéo 21020 + 360.8 20800 + 310.6 18470 + 154.8
Intercepto de Y quando X=0 182500 £ 16080 113000 + 13840 34160 + 6899
Intercepto de X quando Y=0 -8,68 -5,43 -1,85
Intervalo de confianga 95%
Inclinagéo 20090 to 21950 20000 to 21600 18070 to 18860
Intercepto de X quando Y=0.0 -11.01 to -6.51 -7.34 10 -3.62 -2.85t0 -0.87
r2 0,9985 0,9989 0,9996
F 3394 4485 14230
Valor P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

1: Amostras obtidas por adi¢do de padrdo a 1mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Médias das injecGes em duplicatas das amostras.
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Figura 55: Curva de calibragéo obtida no terceiro dia de preciséo e exatidao.
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Figura 56: Grafico de residuos obtidos com a terceira curva de calibracéo na preciséao e

exatidao.
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Tabela 12: Area dos picos cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta para
o terceiro dia de analise de precisao e exatidao.

N° de 2 ug/mL 50 pg/mL 80 pg/mL

replicatas (Area) (Area) (Area)
Milonina

! 236007 1261517 1866189

2 240644 1283481 1850722

3 229737 1183829 1901300

4 239292 1173001 1858082

5 250104 1174936 1906064
Warifteina

! 165452 1163607 1835827

2 162951 1204842 1827799

3 163509 1123702 1870135

4 171489 1101066 1850728

5 174929 1123912 1855590

Metilwarifteina

1 77431 960378 1514844
2 76591 1000047 1546728
3 75235 971731 1567718
4 78659 966796 1519848
5

79291 973313 1574409
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Tabela 13 Valores obtidos para a precisao e exatiddo intradia no terceiro dia de analise.

Milonina Warifteina Metilwarifteina

10,68 pg/mL 58,68 pg/mL 88,68 pg/mL 7,43 pg/mL 55,43 pg/mL 85,43 pg/mL 3,85 pg/mL 51,85 pg/mL 81,85 pg/mL

1 11,23 60,02 88,78 7,95 55,94 88,25 4,19 52,01 82,04
2 11,45 61,06 88,05 7,83 57,92 87,87 4,15 54,16 83,77
3 10,93 56,32 90,45 7,86 54,02 89,90 4,07 52,63 84,90
4 11,38 55,80 88,40 8,24 52,93 88,97 4,26 52,36 82,31
5 11,90 55,90 90,68 8,41 54,03 89,20 4,29 52,71 85,26
Média 11,38 57,82 89,27 8,06 54,97 88,84 4,19 92,77 83,66
DP 0,35 2,52 1,21 0,25 1,97 0,80 0,09 0,82 1,46
DPR% 3,11 4,35 1,36 3,15 3,99 0,90 2,09 1,56 1,75

Exatidao% 106,52 98,53 100,67 108,44 99,16 103,99 108,94 101,78 102,21
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Figura 57: Cromatograma do extrato adicionado de 80 pg/mL de marcadores no
segundo dia de analise de precisdo e exatidao.

Reunindo os dados de precisdo e exatiddo para os trés dias de anélise foi calculado a
média como esta exibido na Tabela 14. Os resultados da precisdo interdias para a
milonina foram de 2,61% (Baixa), 2,79% (Media) e 2,38% (Alta). Para a warifteina a
precisdo interdias foi 3,64% (Baixa), 3,60% (Média) e 1,29% (Alta). Os valores de
precisdo interdias ara a metilwarifteina foram 4,30%(Baixa), 2,38% (Média) e 2,25%
(Alta). J& em relagdo a exatiddo (bias) interdias os valores obtidos para a milonina
foram 106,49% (Baixa), 98,66% (Média) e 102,66% (Alta). Para a warifteina os
resultados foram de 108,19% (Baixa), 96,88% (Meédia) e 101,96% (Alta) e para a
metilwarifteina 112,79% (Baixa), 97,43% (Média) e 102,43% (Alta).
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Tabela 14: Precisao intra e interdia (DPR%) e exatidao (bias) do método.

2 ug/mL 50 pg/mL 80 pg/mL
(DPR%, n=5; (DPR%, n=5; (DPR%, n=5;
Dia bias%, n=5) bias%, n=5) bias%, n=5)
Milonina
1 2,33; 102,83 2,77; 100,08 2,24; 103,15
2 2,39; 110,12 1,24; 97,36 3,55; 104,15
3 3,11; 106,52 4,35; 98,53 1,36; 100,67
Média 2,61; 106,49 2,79; 98,66 2,38; 102,66
Warifteina
1 5,09; 113,96 3,63; 95,40 1,86; 98,16
2 2,68; 102,16 3,58; 96,09 1,12; 102,93
3 3,15; 108,44 3,59; 99,16 0,90; 103,99
Média 3,64; 108,19 3,60; 96,88 1,29; 101,69
Metilwarifteina
1 6,42; 114,73 2,72; 94,41 1,49; 98,76
2 4,39; 114,70 2,86; 96,09 3,52; 106,31
3 2,09; 108,94 1,56; 101,78 1,75; 102,21
Média 4,30; 112,79 2,38; 97,43 2,25; 102,43
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11.4 Robustez

A Tabela 15 mostra a média da area dos picos cromatograficos das
concentragdes Baixa (2 pg/mL), Média (50 pg/mL) e Alta (100 pg/mL) para os trés
marcadores milonina, warifteina e metilwarifteina obtidas com a metodologia usada
durante o desenvolvimento e validacdo do metodo analitico descrito no capitulo de
“’Desenvolvimento do método analitico’’. Estas medidas foram usadas para calcular o
coeficiente de variagdo das concentracdes Baixa, Média e Alta por meio da mudanca de
alguns parametros considerados importantes na validagdo do método.

Tabela 15: Area dos picos cromatograficos das concentracbes Baixa, Média e Alta na
avaliacdo da robustez com os parametros obtidos na validacao.

N° de 2 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
injecdes (Area) (Area) (Area)
Milonina
1 536742 2832181 5840722
2 473068 2857947 5873397
3 483109 2884114 5868467
Média 497640 2858081 5860862
Warifteina
1 486487 3021015 6396445
2 485780 3010884 6437933
3 495259 3044452 6421886
Média 489175 3025450 6418755

Metilwarifteina

1 188672 2153654 4628839
2 189995 2149785 4654456
3 195467 2167358 4643901

Média 191378 2156932 4642399
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A Tabela 16 mostra os valores do coeficiente de variacdo (CV%) obtidos para a
milonina com a diminui¢cdo da temperatura para 38°C que foram de 6,96% (Baixa),
7,16% (Média) e 3,16% (Alta). Para a warifteina 0 CV% a 38°C das concentragdes
Baixa, Média e Alta foram, respectivamente 5,88%; 5,36% e 0,36%. E para a
metilwarifteina os resultados do CV% (38°C) foram de 12,55% (Baixa), 4,25% (Média)
e 5,77% (Alta).

Tabela 16. Area dos picos cromatograficos das concentragdes Baixa, Média e Alta na
avaliacdo da robustez com a temperatura de 38°C.

N° de 2 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
injecdes (Area) (Area) (Area)
Milonina
1 589187 3078780 6107656
2 506703 3051418 5981108
3 501006 3057729 6049439
Média 532299 3062642 6046068
CV% 6,96 7,16 3,16
Warifteina
1 522403 3211290 6510802
2 515230 3182846 6372582
3 516138 3168697 6442453
Média 517924 3187611 6441946
CV% 5,88 5,36 0,36

Metilwarifteina

1 216120 2266352 4959466
2 215343 2247979 4859086
3 214751 2231537 4912802
Média 215405 2248623 4910451

CV% 12,55 4,25 5,77
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A Tabela 17 demonstra os valores obtidos na robustez com a variacdo da
temperatura para 42°C. Para milonina o CV% foi de 13,80% (Baixa), 8,70% (Média) e
4,46% (Alta). Enquanto para a warifteina o CV% foi de 16,81%, 6,77% e 2,15% para
asa concentracOes Baixa, Média e Alta, respectivamente. E para a metilwarifteina os
resultados foram de 15,41% (Baixa), 5,08% (Média) e 8,64% (Alta).

Tabela 17: Area dos picos cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta na
avaliagdo da robustez com a temperatura de 42°C.

N° de 2 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
injecdes (Area) (Area) (Area)
Milonina
1 620426 3089912 6146933
2 539861 3146074 6106764
3 538674 3084307 6113644
Média 566320 3106764 6122447
CV% 13,80 8,70 4,46
Warifteina
1 572408 3229685 6576304
2 574198 3254775 6548887
3 567611 3205961 6544873
Média 571406 3230140 6556688
CV% 16,81 6,77 2,15
Metilwarifteina
1 222721 2267618 5063376
2 223090 2282631 5044940
3 216801 2249224 5022170
Média 220871 2266491 5043495
CV% 15,41 5,08 8,64
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A Tabela 18 mostra os resultados obtidos na robustez para a coluna C-8. Os

resultados do CV% para as concentracdes Baixa, Média e Alta para a milonina foram de
16,98%, 10,89% e 3,25%. Ja para a warifteina os valores ficaram em 17,28% (Baixa),
7,19% (Média) e 5,19% (Alta). E para a metilwarifteina os resultados foram de -1,08%
(Baixa), 4,42% (Média) e 12,96% (Alta).

Tabela 18: Area dos picos cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta na
avaliagdo da robustez com a coluna C-8.

N° de 2 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
injecdes (Area) (Area) (Area)
Milonina
1 567577 3070521 6014533
2 596662 3126466 6018455
3 582120 3311382 6120588
Média 582120 3169456 6051192
CV% 16,98 10,89 3,25
Warifteina
1 568322 3337207 6658922
2 579044 3256301 6744532
3 573683 3135626 6852122
Média 573683 3243045 6751859
CV% 17,28 7,19 5,19
Metilwarifteina
1 168662 2350332 5205687
2 209979 2260851 5214587
3 189321 2145689 5312477
Média 189321 2252291 5244250
CV% -1,08 4,42 12,96
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A Tabela 19 demonstra os resultados obtidos na robustez para a concentracdo de

0,1% de Trietilamina (TEA) na fase mdvel. Os valores de CV% para a milonina foram
de 17,61% (Baixa), 15,63% (Média) e 16,66% (Alta). Para a warifteina os resultados
foram de 15,40% (Baixa), 17,85% (Média) e 17,19% (Alta). Para a metilwarifteina os
valores de CV% foram de 17,96% (Baixa), 19,53% (Média) e 16,31% (Baixa).

Tabela 19: Area dos picos cromatograficos das concentracdes Baixa, Média e Alta na
avaliacdo da robustez com a fase mdvel a 0,1% de trietilamina (TEA).

N° de 2 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
injecdes (Area) (Area) (Area)
Milonina
1 586470 3299732 6845635
2 597767 3562426 6839442
3 571560 3052444 6827632
Média 585266 3304867 6837570
CV% 17,61 15,63 16,66
Warifteina
1 587996 3556242 7321204
2 547501 3581102 7676654
3 558034 3556226 7567902
Média 564510 3564523 7521920
CV% 15,40 17,82 17,19
Metilwarifteina
1 230997 2563181 5522165
2 224184 2591289 5387704
3 222054 2579866 5288879
Média 225745 2578112 5399583
CV% 17,96 19,53 16,31
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Os resultados de robustez mostram que a maior variagdo foi para a mudanca na

concentracdo da trietilamina (0,1%) na fase mével que foi de 19,53% na concentracao

Média em relacdo a metilwarifteina. Enquanto a menor variacdo foi na mudanca de

temperatura para 38°C que foi de 0,36% em relacdo a warifteina na concentragao Alta.

A Figura 58 mostra um dos cromatogramas obtidos no estudo da robustez.
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Figura 58: Cromatograma do extrato adicionado de 2 pg/mL de marcadores no estudo

da robustez do método.
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11.5 Limite de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

A Tabela 20 mostra os resultados obtidos para o estudo do LOD e do LOQ. A
estimativa para o limite de deteccdo da milonina foi de 1,77 pg/mL, para a warifteina de
0,39 pg/mL e para a metilwarifteina de 1,10 pg/mL. Enquanto que a estimativa para o
limite de quantificacdo da milonina foi de 5,90 pug/mL, para a warifteina de 1,31 pg/mL

e para a metilwarifteina de 3,65 pg/mL.

Tabela 20: Valores de LOD e LOQ estimados a partir das curvas de calibragdo obtidas

no estudo da linearidade

Parametros Milonina Warifteina Metilwarifteina
Inclinacéo
1 20943 20862 18361
2 21516 21777 18267
3 20501 19840 17197
Média 20987 20826 17942
Intercepto
1 183311 112231 37382
2 164175 107061 25490
3 160130 111177 26679
DP 12382 2732 6550
LOD 1,77 0,39 1,10

LOQ 5,90 1,31 3,65
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11.6 Estudo de estabilidade a temperatura ambiente

A Tabela 21 mostra as areas dos picos cromatograficos obtidos apds a
preparacdo das amostras, enquanto a Tabela 22 mostra as areas dos picos
cromatograficos obtidos depois de passar 8 horas a temperatura ambiente juntamente
com os resultados dos coeficientes de variagdo. Para a milonina a variagdo da
concentracéo de 4 pg/mL foi de 4,33% e a concentragdo de 80 pg/mL de 0,98%. Na
warifteina a concentracdo de 4 pg/mL teve uma variacdo de 0,31% e para a
concentracdo de 80 pg/mL de 4,16%. E para a metilwarifteina a concentracdo de 4

pg/mL teve uma variagédo de -2,89% e na concentracao de 80 pg/mL de 1,92%.

Tabela 21: Area dos picos cromatogréaficos obtidos logo apds a preparacio das amostras

no estudo de estabilidade a temperatura ambiente.

N° de injecOes 4 pg/mL 80 pg/mL
Milonina

1 727782 5071936

2 700845 5340778

3 653262 5432838
Media 693963 5281851

Warifteina

1 652173 5643044

2 848037 5746747

3 892060 5864328
Média 797423 5751373

Metilwarifteina

1 332041 3951155
2 365530 4092865
3 330245 4144084

Média 342605 4062701
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Tabela 22: Area dos picos cromatograficos obtidos ap6s um tempo de 8 horas a

temperatura ambiente e 0s seus coeficientes de variacao.

N° de injecOes 4 pg/mL 80 pg/mL
Milonina

1 777621 5378875

2 731073 5466102

3 663434 5156056

Média 724043 5333678
CV% 4,33 0,98

Warifteina

1 663489 5929604

2 831742 6039331

3 904487 6003257

Media 799906 5990731
CV% 0,31 4,16

Metilwarifteina

1 334594 4160517

2 342914 4212781

3 320564 4049191

Média 332691 4140830
CV% -2,89 1,92

A Figura 59 (pag. 127) mostra um dos cromatogramas obtidos no estudo de
estabilidade a temperatura ambiente apos 8 horas de intervalo entre a preparagédo e a

injecdo demonstrando que ndo houve surgimento de produtos de degradacéo.
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Figura 59: Cromatograma do extrato adicionado de 4 pg/mL de marcadores no estudo

de estabilidade a temperatura ambiente apds 8 horas de sua preparacéo.

11.7 Degradacao &cida

Neste estudo de degradacdo acida foi verificada a especificidade e estabilidade
da milonina, warifteina e metilwarifteina a hidrolise acida e temperatura. Como pode ser
observado no cromatograma da Figura 60 (B) (pag. 128) onde ocorreu o processo de
degradacéo acida, a milonina, warifteina e metilwarifteina ndo sofreram nenhum tipo de
alteracdo na simetria dos picos cromatograficos quando comparados com o
cromatograma da Figura 60 (A) (pag. 128) onde a amostra ndo sofreu o processo de

degradacéo.
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Figura 60: Cromatograma do extrato filtrado adicionado de milonina, warifteina e
metilwarifteina padrdo a 100 pg/mL cada. (A) amostra ndo submetida a degradacao
acido e (B) amostra submetida a degradacdo acido.
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12. INTRODUCAO

VariacOes temporais e espaciais no contetdo total, bem como as proporc¢des
relativas de metabolitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais
e diarias; intraplanta, inter - e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle
genético, a expressdao pode sofrer modificacbes resultantes da interagdo de processos
bioguimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos. De fato, os metabdlitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante, portanto,
sua sintese é freqlientemente afetada por condi¢cbes ambientais. A época em que uma
droga é coletada é um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as
vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante durante o ano. Sao
relatadas variacbes sazonais no conteddo de praticamente todas as classes de
metabolitos secundarios, como Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos
fenodlicos, flavondides, cumarina, saponinas, alcaldides, taninos, graxas epicuticulares,
iriddides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (GOBBO-NETO, 2007).

Em estudo realizado para avaliar a variacdo sazonal no conteudo total de
iridéides em Antirrhinum majus foi encontrado que no inicio da floracdo ocorreu um
declinio no conteddo destes metabdlitos secundarios nas folhas da planta. Uma das
hipoteses apresentadas para este fendmeno foi o deslocamento da biossintese dos
iridéides das folhas para outras partes da planta, por exemplo, inflorescéncias como
resultante da falta de iridéides nas folhas durante o desenvolvimento das flores
(HOGEDAL & M@LGAARD, 2000). Também foi encontrada variagdo sazonal no
contetdo de taxdides com atividade anticancerigena na espécie Taxus bacata. Segundo
0s autores essas variacGes nos niveis de taxoides poderiam estar relacionadas com o
desenvolvimento das flores na planta e em mudancas na rota biossintética (HOOK et al,
1999).

Um outro estudo realizado para avaliar a atividade antineoplasica de Alstonia
scholaris, as células foram tratadas com diferentes doses de varias fases organicas em
trés épocas do ano: moncdo, inverno e verdo. O maior efeito de morte celular foi
observado no extrato preparado no verdo. Estudos demonstraram que 0s extratos
preparados no verdo continham alcaldides que foram altamente efetivos na morte
celular JAGETIA & BALIGA, 2005).
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A psicolatina € um alcaldide indolico produzido por Psychotria umbellata com
atividade analgésica, ansiolitica, antipsicética e antimutagénica. Foi encontrado que as
maiores concentragdes deste alcaldide se encontra nas folhas, seguida dos caules, e as
raizes que possuem a menor concentracdo. Porém, no periodo reprodutivo com o
surgimento das inflorescéncias o acumulo de alcaldides foi maior nos tecidos
reprodutivos fazendo com que a concentragdo dos alcaldides nos tecidos vegetativos
diminuisse. E no inicio da frutificacdo o contetdo de alcaldides foi menor que nos
estagios anteriores. Uma das hipdteses é que houve um transporte dos alcaldides dos
tecidos vegetativos para os tecidos reprodutivos. Esse padrdo pode fornecer plantas com
maior capacidade de suportar estresses ambientais, garantindo o sucesso na reproducao
(PARANHOS et al, 2009).

13. MATERIAIS E METODO
13.1 Reagentes e materiais

- Metanol grau HPLC, MERCK;

- Alcool etilico 95% P.A-ACS (Quimex);

- Trietilamina, (MERCK);

- Agua purificada (Elga Purelab Option-Q);

- Filtros para seringa com 0,45 um de didmetro de poro;

- Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia constituido de bomba LC-10
Advp, detector SPD-10AVvp, autoinjetor SIL-10Advp, forno CTO-10ASvp,
controlador SCL-10Avp, degaseficador DGU-14A, todos os modulos da SHIMADZU;
-Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia constituido de uma bomba LC-10
ADvp, detector SPD-M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp,
degaseficador DGU-14A, todos da Shimadzu;
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13.2 Obtencéo dos extratos para o estudo da sazonalidade

Para o estudo da sazonalidade amostras das folhas de 5 espécimes individuais de
Cissampelos sympodialis foram coletadas no horto do Centro de Biotecnologia durante
um periodo de nove meses intercalados. Os seguintes meses foram: Outubro e dezembro
de 2009, Fevereiro, Abril e Junho de 2010.

O material vegetal foi colocado para secar em estufa de ar circulante a 45 + 3°C,
durante um periodo de 24 horas. Apds secagem o material foi triturado em moinho e
tamisado em tamis com malha n° 14 (1.2 mm). Uma quantidade correspondente a 100 g
foi pesado em balanca analitica e submetido a extracdo durante 5 minutos com 450 mL
de etanol 96°GL em um liquidificador. A solucdo extrativa foi quantitativamente
transferido para recipientes de vidro com tampas com um volume adicional de 50 mL de
etanol. Esta solugdo extrativa foi deixada durante trés dias consecutivos em extracéo,
protegido da luz e com agitacdo todos os dias. A solucdo extrativa foi depois filtrada
com papel de filtro e amostras de 250 mL desta solucéo filtrada foram medidas em uma

proveta e concentrada em evaporador rotatério a 60°C.

13.3 Quantificacdo dos marcadores nos extratos obtidos.

Para cada més foram preparadas trés amostras de extratos (n=3) que foram
quantificadas atraves das curvas de calibracdo com a metodologia usada na validacéo do
método nas concentragdes de 0, 2, 10, 20, 30, 50, 100 pg/mL. As areas das amostras
foram usadas na equacdo da reta obtida na curva de calibragdo para obter as
concentracdes de cada extrato preparado. O teste estatistico “’Anova one way’’ com
pos-teste de Bonferroni entre grupos foi usado para calcular as diferencas de
concentracdo dos marcadores entre cada més de estudo. Os resultados foram julgados da
seguinte forma em relacdo ao valor de P: P<0,05 (*); P<0,01 (**); P<0,001(***) e
P>0,05 (ns).

13.4 Metodologia de preparagdo da FAT dos frutos da milona

Os frutos foram coletados no proprio horto do CBiotec. Depois de coletados eles
foram separados de acordo com seu estado de maturacao e pesados em balanga analitica
resultando em 39,96 g para os maduros e 34,23 g para 0s verdes (Esquema 3, pag. 133).
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Os frutos foram triturados em um liquidificador usando como solvente o etanol a 96°GL
durante 3 minutos cada. O copo do liquidificador foi lavado com mais 50 mL de etanol
para remover o restante. Os extratos foram deixados em maceragéo por dois dias em um
béquer coberto com papel aluminio e protegidos da luz com agitacdo a cada dia. Depois
foram filtrados em papel de filtro e o filtrado concentrado em evaporador rotatorio a
60°C. O extrato etandlico bruto dos frutos maduros (EEBFM) rendeu 3,91 g (9,78%) e 0
extrato etandlico dos frutos verdes (EEBFV) rendeu 4,05 g (11,83%). Com 0s extratos
foi realizada a marcha sistematica para extracdo e a obtencdo da fracdo de alcaldides
totais. Uma solucdo aquosa de HCI a 3% (50 mL) foi adicionada aos extratos, agitada
em ampolas de separacdo e em seguida extraida com cloroférmio (3 x 100 ml) para
extrair as graxas. Logo em seguida esta solugdo &cida foi basificada com NH,OH até
obter pH=9 e extraido com cloroférmio (3 x 100 mL). A fase cloroférmica foi
adicionada de Na,SO, com agitacdo para remover a possivel agua residual existente.
Esta fase foi filtrada e evaporada em evaporador rotatério a 55°C resultando na fracdo
de alcal6ides totais (FAT) dos frutos maduros (290,18 mg, 0,73%) e frutos verdes
(50,12 mg, 0,15%) (Esquema 3, pag. 133).

13.5 Avaliacéo dos marcadores nos frutos:

Para investigar a presenca dos marcadores quimicos nos frutos da Milona, foi
injetado amostras na concentracdo de 1 mg/mL da FAT dos frutos maduros e da FAT
dos frutos verdes em CLAE/DAD. Também foi injetado uma solu¢do contendo os
padrdes a 100 pg/mL. Os espectros de UV dos possiveis picos cromatograficos dos
marcadores na FAT dos frutos maduros e na FAT dos frutos verdes foram obtidos e
comparados com os espectros de UV obtido dos padrdes em solucdo atraves do indice
de similaridade. Também foram feitos espectros de RMN de 'H da FAT dos frutos
maduros e FAT dos frutos verdes para observar 0s sinais caracteristicos dos alcaldides

nos frutos.
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Esquema 3: Marcha sistematica para obtencdo da FAT dos frutos maduros e FAT dos
frutos verdes da C. sympodialis.

Frutos maduros

Frutos verdes
Torta < - extracdo com etanol a 96°GL
(Descartada) - evaporacdo do solvente
EEBFM (3,91g, EEBFV (4,05 g,
9,78%) 11,83%)

- solucéo acida de HCl a 3%

Residuo | - filtracéo
Solucéo acida
- Extracé@o com cloroférmio
4
F. CHCI;

Fase acida

- basificacdo com NH,OH
- extragdo com CHCl3

Fase aquosa

FaseCHCI;

- Na,SO, anidro

- filtracéo
- evaporacao
FAT-frutos FAT-
maduros frutos
(290,18 mg, verdes
0,73%) (50, 12
ma.
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14. RESULTADOS E DISCUSSAO

14.1 Estudo da Sazonalidade

Os valores obtidos para a curva de calibragdo realizado no estudo da
sazonalidade estdo demonstrados na Tabela 23. Esses resultados foram plotados no
grafico da Figura 61 (pag. 135) as quantidades de milonina, warifteina e metilwarifteina
encontradas no extrato apos a regressdo linear. As concentragdes obtidas a partir da
equacdo da reta foram de 8,34; 3,54 e 1,60 pg/mL, de milonina, warifteina e
metilwarifteina, respectivamente. A Figura 62 (pdg. 135) mostra os residuos obtidos
com os dados da curva de calibracdo. O intervalo de 95% de confianca para a milonina
ficou entre 5,88 a 11,0 pg/mL, para a warifteina de 1,51 a 5,70 pg/mL e para a
metilwarifteina 0,98 a 4,39 pg/mL. Os resultados obtidos com a equacéo da reta quando
y = 0, foram de 8,34 pg/mL para a milonina, 3,54 pg/mL para a warifteina e 1,60
pug/mL para a metilwarifteina, portanto todos estdo dentro do intervalo confiavel.

Tabela 23: Area dos picos cromatograficos em relagdo & concentragdo no estudo da
sazonalidade das folhas.

Milonina Warifteina Metilwarifteina
Amostra Concentragio’ Area do pico>  Areado pico’  Area do pico®
(Mg/mL)
1 0 244776 268264 106162
2 2 283015 352699 169207
3 10 406989 700248 378541
4 20 641338 1169957 656450
5 30 880786 1698506 970311
6 50 1352419 2724480 1589793
7 100 2600254 5501498 3348574
Inclinacéo 23700 + 465 52400 + 905 32300 + 738
Intercepto de Y quando X=0 198000 + 20700 186000 + 40300 51600 £ 32900
Intercepto de X quando Y=0 -8,34 -3,54 -1,60
Intervalo de confianca 95%
Inclinagdo 22500 to 24900 50100 to 54800 30500 to 34200
Intercepto de X quando Y=0.0 -11.0to -5.88 -5.70t0 -1.51 -4.39 t0 0.980
r2 0,9981 0,9985 0,9974
F 2597 3355 1921
Valor P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

1: Amostras obtidas por adicdo de padrdo a 1 mg/mL de milonina, warifteina e metilwarifteina.
2: Area obtida com a média de duas injecdes de cada amostra.
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Figura 61: Curvas de calibracdo obtida no estudo da sazonalidade.
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Figura 62: Grafico de residuos da curva de calibragdo obtida na sazonalidade.
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A Figura 63 mostra um dos cromatogramas obtidos no estudo da sazonalidade
sem adicdo dos marcadores obtidos em CLAE/DAD. Para a milonina o indice de
similaridade variou de 0,96 no apice do pico a 0,99 na base do pico. A pureza de pico na
analise dos trés pontos foi de 97,6% (Figura 64A, pag. 137). O indice de similaridade da
warifteina variou de 0,9911 no &pice do pico a 0,9975 na sua base. A pureza do pico
cromatografico foi de 99,4% (Figura 64B, pag. 137), enquanto, para a metilwarifteina o
indice de similaridade variou de 0,96 na base do pico a 0,99 no apice do pico (Figura

64C, pag. 137). A pureza de pico registrado na analise foi de 97,9%.

Figura 63: Cromatograma do extrato da sazonalidade sem adi¢do dos marcadores do
més de dezembro obtido em CLAE/DAD.
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Figura 64: Perfil de pureza da milonina(A), warifteina(B) e metilwarifteina (C) no
extrato das folhas sem adi¢do dos marcadores no estudo da sazonalidade.
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A Figura 65 mostra o cromatograma do extrato sem adi¢cdo dos marcadores
sobreposto com o extrato adicionado de 50 pg/mL dos marcadores obtido em
CLAE/UV e Vis. A resolucdo do pico da metilwarifteina no extrato sem adi¢do dos
marcadores ficou em Rs= 1,53 (Figura 66, pag. 139), enquanto que no extrato com
adicdo de 100 pg/mL dos marcadores ficou em Rs = 1,72 (Figura 67, pag. 139).
Segundo Collins (2007) a resolucdo de Rs = 1,25 é suficiente para fins quantitativos e
para Rs > 1,5 indica separagdo completa, portanto os valores da resolugdo sugerem que

0 pico esta bem resolvido.
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Figura 65: Cromatograma do extrato da sazonalidade com adi¢do de 50 pg/mL dos
marcadores.
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Figura 66: Cromatograma ampliado do extrato da sazonalidade sem adicdo dos
marcadores.
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Figura 67: Cromatograma do extrato da sazonalidade com adicdo de 100 pg/mL dos

marcadores e ampliado.
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A Tabela 24 mostra as concentragdes obtidas com as curvas de calibracdo de

cada marcador na amostra analisada a partir de sua regresséo linear.

Tabela 24: Concentracdes obtidas a partir das curvas de calibracdo na sazonalidade.

Triplicatas Milonina Warifteina Metilwarifteina
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)

Outubro

1 10,34 5,08 3,36

2 10,32 5,16 3,21

3 8,89 4,64 3,13

Média 9,85 4,96 3,24
Dezembro

1 7,90 4,43 3,07

2 6,83 4,85 2,60

3 7,55 4,20 2,70

Média 7,43 4,50 2,79
Fevereiro

1 8,61 4,41 3,36

2 9,32 4,82 3,80

3 8,66 4,50 3,75

Média 8,86 4,58 3,63

Abril

1 3,63 2,44 1,84

2 3,10 2,00 1,77

3 2,72 1,96 1,35

Média 3,15 2,13 1,66

Junho

1 2,57 1,60 1,08

2 2,66 1,82 1,19

3 2,79 1,71 1,14

Média 2,67 1,71 1,14
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A Tabela 25 mostra a quantidade de alcaldides totais de estudo (Milonina +

Warifteina + Metilwarifteina) na concentracdo de mg.g™ encontrados em cada més de

estudo da sazonalidade. A Figura 68 mostra a variacdo da quantidade dos marcadores

durante todo o periodo de estudo da sazonalidade na concentracéo de pg.g™ de extrato.

Foi observado que os niveis de alcaldides nas folhas foram diminuindo com o inicio do

periodo de formagdo dos frutos da Milona, variando de 2,9 £ 0,2 mg/g (n=3) no més de

Outubro para 0,9 + 0,04 mg/g (n=3) em junho, quando os frutos ficaram totalmente

formados.

Tabela 25: Quantidade de alcaldides totais encontrados em cada més de estudo da
sazonalidade das folhas.

Més Milonina Warifteina Metilwarifteina Alcalbides
(mg/g, n=3) (mg/g, n=3) (mg/g, n=3) Totais (mg/g,
n=3)
Outubro 1,6+0,2 0,8+0,1 05+0,0 29+0,2
Dezembro 1,2+0,1 0,7+0,1 04+0,1 24+0,1
Fevereiro 14+0,1 0,7+0,1 0,6+0,1 27+0,1
Abril 05+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 1,1+0,1
Junho 0,43 £0,04 0,27 £ 0,03 0,18 £ 0,02 0,9 +0,04
2000+
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Figura 68: Variacdo da concentracdo dos marcadores no estudo da sazonalidade.
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De acordo com a Figura 68 (pag. 141) houve diminuicdo significativa da
concentragdo de milonina entre 0 més de outubro e dezembro. Essa diminuicéo
significativa também foi observada entre os meses de fevereiro e abril. J& para a
warifteina e metilwarifteina ndo houve diferenca significativa entre os meses de outubro
e dezembro, mas se observou uma diminuicdo significativa entre os meses de fevereiro
e abril. Essas diminui¢Ges proeminentes entre os meses de fevereiro e abril para as trés
moléculas coincidem com o periodo de frutificagdo da planta, e é verificado o
aparecimento de warifteina e metilwarifteina nos frutos como esta demonstrada no
cromatograma da FAT dos frutos maduros (Figura 70A, pag. 143) e na FAT dos frutos
verdes (Figura 70B, pag. 143) comparados com o cromatograma dos padrdes (Figura

69). Essa observacao sugere a necessidade da biossintese destes alcaldides pelos frutos.
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Figura 69: Cromatograma da injecdo dos padrdes a 100 pg/mL no estudo da

sazonalidade.
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O indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos frutos

maduros analisado com os espectros de UV da solugdo padréo resultou no valor de

0,995 com a warifteina padrdo confirmando a presenca da warifteina nos frutos maduros

(Figura 71).

Ja o indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos

frutos maduros analisado com os padrdes em solucdo foi de 0,994 tanto para a

warifteina quanto para a metilwarifteina. Porém, o tempo de retencdo também confirma

a presenca da metilwarifteina nos frutos maduros (Figura 72, pag. 145).
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Figura 71: indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos frutos
maduros com os espectros de UV dos padrdes em solucdo a 100 pg/mL.
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Figura 72: Indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos
frutos maduros com os espectros de UV dos padrdes em solugéo a 100 pg/mL.

O indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos frutos
verdes analisado com os espectros de UV da solugéo padrdo resultou no valor de 0,911
em relagdo a warifteina padrdo e juntamente com o tempo de retengdo confirma o pico
como sendo o da warifteina (Figura 73, pag. 146)

Ja o indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos
frutos verdes analisado com os padrdes em solugdo foi de 0,994 tanto para a warifteina
quanto para a metilwarifteina. Porém, o tempo de retencdo também confirma o pico

como sendo o da metilwarifteina (Figura 74, pag. 146).
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Figura 73: Indice de similaridade do espectro de UV da warifteina na FAT dos frutos verdes
com os espectros de UV dos padrdes em solugdo a 100 pg/mL.
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Figura 74: Indice de similaridade do espectro de UV da metilwarifteina na FAT dos
frutos verdes com os espectros de UV dos padrées em solugéo a 100 pg/mL.
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O espectro de RMN de *H da FAT dos frutos maduros e dos frutos verdes est&o
demonstrados nas Figuras 75 e 78 , respectivamente. A Figura 76 e 79 mostra a
expansdo do espectro da regido de 1,8 a 4,0 ppm para os frutos maduros e para 0s
verdes, respectivamente. Os singletos entre & 1,96-2.58 ppm presente nos frutos
maduros e nos verdes corresponde a um N-metil caracteristico dos alcaldides. Os
singletos que vao de 6 3,6 a 3,93 ppm sdo metoxilas que estdo presentes nos alcaldides
estudados. A regido caracteristica dos sistemas aromaticos esta demonstrada na

expansédo dos espectros na Figura 77 para os frutos maduros e 80 para os frutos verdes.
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Figura 75: Espectro de RMN de 'H da fracdo da FAT dos frutos maduros da Milona
(CDCl3, 200 MHz).
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Figura 76: Expanséo do espectro de RMN de *H da FAT dos frutos maduros da Milona
da regido de 1,8 a 4,0 ppm (CDCl3 200 MHz).
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Figura 77: Expanséo do espectro de RMN de *H da FAT dos frutos maduros da Milona
da regido de 5,0 a 7,1 ppm (CDCl3 200 MHz).
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H da fracdo de alcaléides totais (FAT) dos frutos
verdes da Milona (CDCl3; 200 MHz).
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Figura 79: Expansdo do espectro de RMN de *H da FAT dos frutos verdes da Milona da
regido de 1,8 a 4,0 ppm (CDCl3; 200 MHz).
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Figura 80: Expansdo do espectro de RMN de *H da FAT dos frutos verdes da Milona da
regido de 5,0 a 7,1 ppm (CDCl3; 200 MHz).
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15 Elucidacéo estrutural do composto CsR

O composto codificado como CsR foi isolada na forma de um pé amorfo, de
coloracdo avermelhada. A analise do espectro de massas de alta resolu¢cdo mostrou um
pico de um fon quasimolecular [M+H]" com m/z 607.2459 (valor calculado 607.2439),

compativel com a férmula molecular (C3sH3sN207) (Figura 82, pag. 159).

O espectro de infravermelho (1) do composto CsR apresentou uma banda larga
na regido de 3.480 cm™, caracteristico de estiramento OH de hidroxila fendlica. Outras
absorcdes apareceram em 1.676 cm™ caracteristico de grupo carbonila a, B-insaturada,
em 1.610 cm™ de C=C olefinico e 1.503 cm™ de C=C aromético (Figura 83, pag. 160).

O espectro de RMN de *3C utilizando a técnica APT (Figura 88 a 92, pag. 165 a
169) mostrou a presenca de 58 carbonos que se apresentaram em duplicidade,
possivelmente uma mistura. Destes 58 sinais, 31 foram atribuidos para carbonos néo
hidrogenados (& 109,15; 109,21; 122,78; 122,95; 123,61; 125,14; 128,64; 129,16;
131,85; 133,96; 134,25; 134,45; 134,82; 136,20; 137,47; 137,79; 138,14; 139,59;
143,27; 146,94; 147,77, 147,98; 148,08; 154,87; 155,24; 159,79; 160,47; 164,56;
164,68; 192,08; 192,45), 10 para carbonos metinicos (6 60,87; 103,53; 108,40; 108,61;
113,45; 116,83; 128,02; 128,47; 128,88; 129,13), 11 carbonos metilénicos (6 24,84;
24,91; 26,35; 26,53; 39,97; 43,22; 44,48; 46,45; 46,70; 75,27; 75,42), além de 6
carbonos metilicos (6 41,00; 42,38; 56,01; 56,03; 56,14; 56,20) (Tabela 26, pag. 157)
Estes dados comparados com o do alcal6ide bisbenzilisoquinolinico warifteina (Tabela
27, pag. 158), isolada, anteriormente desta especie, mostra certa similaridade entre os
seus deslocamentos quimicos, com excec¢ao dos sinais em & 192,08 ppm e 192,45 ppm

caracteristicos de carbonila que estdo ausentes na warifteina.

Observou-se no espectro de RMN de ‘H (Figuras 84 a 87, pag. 161 a 164) a
presenca de um par de dubletos em & 6,93 (2H, J = 8,0 Hz) e 6 7,00 (2H, J = 8,0 Hz)
caracteristicos de sitema AA’BB’ de anel aromatico sendo atribuidos respectivamente
aos hidrogénios H-11’, H-13" e H-10’, H-14’, confirmado pela presenca de pico de
correlagdo entre os sinais no espectro bidimensional *H x *H COSY (Figura 93, pag.
170). Observacdo cuidadosa no espectro *H x *H COSY (Figura 94, pag. 171) mostrou
uma correlacao entre 6 6,90 (d) com & 7,18 (d) que permitiu sugeri-las para as posi¢oes

H-13 e H-14 e outra correlagéo entre 6 6,55 (dl) com 6 7,85 (d) sugerindo as posi¢cdes
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H-11 e H-10, respectivamente. Outros pares de dubletos (Figura 95, pag. 172) em & 4,98
(1H,J = 12,0 Hz) acoplando com ¢ 4,63 (1H, J=12,0 Hz) e 6 4,99 (1H, J = 12,5 Hz)
acoplando com 6 4,84 (1H, J = 12,5 Hz) caracteristicos de hidrogénios metilénicos
ligados a anel aromatico, teve sua atribuicéo reforcada pela presenca de correlagéo entre
eles no espectro *H x *H COSY (Figura 96, pag. 173). O espectro NOESY ( Figura 97 a
99, pag. 174 a 176) mostra proximidade espacial entre 6 4,98 (d, 12,0); & 4,99 (d, 12,5)
e 6 4,63 (d, 12,0); & 4,84 (d, 12,5) com o dubleto em & 6,93 atribuido aos hidrogénios
H-11" e H-13’, dados que permitem atribui-los para os hidrogénios 16’a e 16’b e que
também reforcam a atribuicdo de H-11" e H-13". Um dubleto em & 2,70 foi atribuido
aos hidrogénios na posi¢éo H-15’, porque se correlaciona com o dubleto em & 7,00 (2H,
J = 8,0 Hz) correspondente aos hidrogénios nas posi¢des H-10°/H-14’no espectro
COSY, como também mostram sua proximidade espacial no espectro NOESY
reforcando a atribuicdo destes para as posi¢des H-10" e H-14".

A presenca de dois singletos em & 2,32 (s, 3H) e 6 2,27 (s, 3H) (Figura 94, pag.
171) permitiu atribuir aos hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio que sdo bem
caracteristicos desta regido do espectro, reforcando a hipétese de uma mistura de dois
alcaldides bisbenzilisoquinolinicos codificados como CsR-1a e CsR-1b. O multipleto
em 6 3,10 (m) mostra uma proximidade espacial com os sinais em & 2,70 (d), 6 2,32 (s),
8 2,27 (s), 6 3,32 (m), & 2,96 (M) no espectro NOESY (Figura 97 a 99, pag. 174 a 176)
0 que permite atribuir ao hidrogénio H-1’. Os trés singletos em 6 6,53 (s, 1H) e 6 6,43
(s, 1H)/6,40 (s, 1H) (sinais duplicados) foram atribuidos as posicbes 5 e 5
respectivamente. Observacdo cuidadosa da feicdo e integracdo do sinal em & 6,53 (S)
mostra um outro sinal duplicado, como ombro do anterior em & 6,54 (s) sendo atribuido
também ao hidrogénio 5’ de um dos alcaldides. A justificativa para essas atribuicdes é
que no espectro NOESY existe uma correlacao entre os sinais em & 6,43 (s) e 6 6,40 (s)
com os sinais em & 3,95 (s, 3H) e 6 3,96 (s, 3H) que estdo sobrepostos, 0 que permite
sugeri-los para a metoxila da posicdo 6. A outra correlagdo é entre os sinais em 6 6,53
(s) e 6 6,54 (s) com & 3,83 (s, 3H) e 3,86 (s, 3H) atribuido a metoxila da posic¢éo 6°. A
presenca de 4 singletos caracteristicos de metoxilas para as posi¢des 6 e 6 de CsR-1a e
CsR-1b, juntamente com a auséncia de sinal caracteristico de metoxila para a posic¢éo 7’
quando comparado com a roraimina (Tabela 27, pag. 158), permite sugerir uma
hidroxila nesta posicdo no lugar de uma metoxila. A anélise do espectro de RMN de *H
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e de C permitiu sugerir um esqueleto de alcaldides do tipo

bisbenziltetrahidroisoquinolinico unidos por duas ligacfes C7-CH,-Ar e C12-C8’.

A analise do espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H COSY
(Figuras 93-96, pag. 170-173) também sugere as atribuicdes para os hidrogénios 4a e 3a
através dos picos de correlagdo entre os sinais & 2,82 (H-4a) e 6 4,12 (ddd, 15,0; 5,5;
2,0; H-3a) e também as atribuicdes para os hidrogénios H-3b e H-4b através da
correlagdo entre os picos 6 3,28 (m, H-3b) com & 2,70 (H-4b). Além disso, outra
correlagéo entre os picos 6 3,32 (m) e 6 2,75 permite confirmar o primeiro para H-3’a e
inferir 6 2,75 para H-4’a. Também a existéncia de pico de correlagdo entre o sinal &
2,96 (m) e & 2,35 permite atribui-los aos hidrogénios H-3’b e H-4’b. O restante dos
sinais no espectro de RMN H, ou seja, & 7,85 (d) e & 6,55 (dl), mostram as correlacdes

no COSY e foram atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-11, respectivamente.

A anélise do espectro de correlacéo heteronuclear *H x **C HMQC (Figura 100-
103, pag. 177-180) permitiu confirmar as atribuicGes sugeridas para os hidrogénios e
atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados, através das correlagdes
(6H/3C) para a substancia 1: 4,12 e 3,28/46,45 (CH»-3), 2,82 e 2,70/26,53 (CH,-4),
3,32 e 2,96/44,48 (CH,-3’), 2,75 e 2,35/24,84 (CH,-4’), 2,70/39,97 (CH,-15’), 4,98 e
4,63/75,42 (CH,-16"), 6,43/103,53 (CH-5), 7,85/128,47 (CH-10), 6,55/113,45 (CH-11),
6,90/116,83 (CH-13), 7,18/129,13 (CH-14), 3,10/60,87 (CH-1"), 6,53/108,40 (CH-5"),
7,00/128,88 (CH-10"), 6,92/128,02 (CH-11"), 6,93/128,02 (CH-13’), 7,00/128,88 (CH-
14%), 3,95/56,03 (MeO-6), 3,83/56,20 (MeO-6’), auséncia de sinal em & 61,9 o que
infere em uma hidroxila no C-7’, 2,32/42,38 (MeN-2’) (Tabela 27, pag. 158).

A andlise do espectro de correlacio heteronuclear *H x *C HMBC (Figura 104-
107, pég. 181-184) mostra correlacdo a trés ligagdes dos sinais em & 3,28 e 4,12 (H-3)
com & 164,68 o que permite atribui-lo ao carbono 1. Outras correlagdes em & 2,32
(MeN-2") e 6 2,96 (H-3’b) com & 60,87 confirma a atribuicdo feita ao C-1". O sinal em
d 6,43 (H-5) se correlaciona a trés ligacbes com os sinais em & 26,53, 6 109,21, 6
131,85 e a duas ligagdes com 6 155,24 o que confirma a atribuicéo feita ao carbono C-4
e sugere atribuicdo aos carbonos C-4b, C-7 e C-6, respectivamente. A correlagéo entre o
sinal em 6 6,53 (H-5’) a trés ligacGes com os sinais em 6 24,84, 6 122,78, 6 138,14 e a
duas ligacbes com & 148,08 confirma atribuicdo feita ao carbono C-4’ e sugere

atribuicdo aos carbonos C-4’b, C-7° e C-6°, respectivamente. O sinal em & 7,00
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(H10°/H14’) correlaciona-se com o sinal em & 39,97 confirmando atribui¢do ao carbono
C-15". A correlacdo dos sinais em 8 6,92 (H-11) e & 6,93 (H-13") com o sinal em &
75,42 confirma a atribuicdo feita para o carbono C-16’. O sinal em & 3,10 (H-1’)
correlaciona-se com o sinal em & 136,20 o que sugere atribuicdo ao carbono C-8’. A
correlagdo entre o sinal em & 3,83 (MeO-6") com o sinal em & 148,08 sugere a
atribuicdo ao carbono C-6’, assim como a correlacdo entre o sinal em & 3,95 (MeO-6)
com o sinal em & 155,24 permite sugerir a posi¢do do carbono C-6. Os sinais em & 6,92
(H-11") e & 6,93 (H-13’) se correlacionam com o sinal em 6 128,88 o que confirma os
deslocamentos quimicos feitos aos carbonos C-10" e C-14’. A correlagdo feita entre o
sinal em & 7,00 (H-10°/H-14") com os sinais em & 128,02 e & 134,82 confirma as
atribuicBes feitas aos carbonos C-11’ e C-13’ e sugere o deslocamento quimico do
carbono C-12’°, respectivamente. Os sinais em & 6,92 (H-11’) e & 6,93 (H-13’) se
correlacionam com o sinal em & 139,59 o que sugere tratar-se do carbono C-9’. A
correlacéo entre o sinal em & 7,18 (H-14) com o sinal em & 128,64 permite atribui-lo ao
carbono C-9. O sinal em & 4,98 (H-16’a) se correlaciona com os sinais em 6 128,02, &
131,85 e 6 134,82 o que confirma todas as atribuicdes feitas anteriormente aos carbonos
C-11’/C-13°, C-7 e C-12’, respectivamente. A correlacdo entre o sinal em o 4,63 (H-
16’b) com os sinais em & 128,02 e & 131,85 confirma as atribuigdes anteriormente feita
aos carbonos C-11°/C-13’e C-7. O sinal em 6 2,82 (H-4a) se correlaciona com o sinal
em 6 46,45 o que confirma a atribuigédo ao carbono C-3. A confirmacéo da atribuicdo ao
carbono C-3’ foi observada pela correlacdo do sinal em 6 2,75 (4’a) com o sinal em &
44,48. Outra correlagéo existente entre MeN-2" com C-1’ foi confirmada pelo sinal em
d 2,70 ao se correlacionar com o sinal em & 60,87. O sinal em & 192,08 pode ser

atribuido ao carbono carbonilico (C-15 ou C-a).

Para o composto CsR-1b a analise do espectro de correlacio heteronuclear *H x
3C HMQC (Figura 100-103, pag. 177-180) permitiu confirmar as atribuicdes sugeridas
para os hidrogénios e atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados,
através das correlagcdes (6H/56C): 6,40/103,53 (CH-5), 6,54/108,61 (CH-5), 4,24 e
3,28/46,70 (CH,-3), 2,80 e 2,70/26,35 (CH,-4), 3,33 e 2,96/43,22 (CH,-3’), 2,75/24,91
(CH2-4%), 4,99 e 4,84/75,27 (CH,-16’), 3,96/56,01 (MeO-6), 3,86/56,14 (MeO-6’),
2,27/41,00 (MeN-2’). O restante dos sinais foram 0s mesmos aos atribuidos a substancia
1.
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A anélise do espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C HMBC (Figura 104-
107, pag. 181-184) mostra correlacdo dos sinais em & 3,28 e 4,24 (H-3) com 6 164,56 o
que permite atribui-lo ao carbono da posicdo 1. O sinal em & 6,43 (H-5) se correlaciona
com o sinal em & 131,85 o que confirma a atribuigéo feita ao carbono C-7. A correlagdo
entre o sinal em & 6,54 (H-5") com os sinais em ¢ 122,95, & 137,79 e & 146,94 sugere
atribuicdo aos carbonos C-4’b, C-7’ e C-6’, respectivamente. A correlacdo entre o sinal
em & 3,86 (MeO-6") com o sinal em & 146,94 sugere a atribuicdo ao carbono C-6’. Os
sinais em & 6,92 (H-11") e 6 6,93 (H-13’) se correlacionam com o sinal em 6 143,27 0
que sugere tratar-se do carbono C-9°. A correlacdo entre o sinal em & 2,70 (H-15") com
o sinal em & 143,27 confirma atribuicdo feita ao carbono C-9’ anteriormente sugerido
pela sua correlagdo com os hidrogénios H-11’/H-13’. O sinal em & 4,99 (H-16’a) se
correlaciona com os sinais em & 128,47 e 6 133,96 o que confirma todas as atribuicdes
feitas anteriormente aos carbonos C-11’/C-13’ e C-12’, respectivamente. A correlagcdo
entre o sinal em & 4,84 (H-16’b) com os sinais em & 128,47 e 6 131,85 confirma as
atribuicOes anteriormente feita aos carbonos C-11’/C-13’e C-7. O sinal em 6 2,80 (H-
4a) se correlaciona com o sinal em & 46,70 o que confirma a atribuicdo ao carbono C-3.
A confirmagéo da atribuicéo ao carbono C-3’ foi observada pela correlagdo do sinal em
d 2,75 (H-4’a) com o sinal em & 43,22. O sinal em & 192,45 pode ser atribuido ao

carbono carbonilico (C-15 ou C-a). O restante dos sinais foram 0s mesmos aos

atribuidos a substancia 1.

Os deslocamentos quimicos do composto CsR-1a e CsR-1b sdo similares aos do
alcaldide bisbenzilisoquinolinico roraimina j& anteriormente isolado desta mesma
espéecie (LIRA, 2002). No entanto, os sinais em & 138,14 (C-7°), 5 136,20 (C-8’) e &
148,08 (C-6’) diferem da mesma juntamente com a auséncia do sinal em & 61,9 (MeO-
7°) o que infere uma hidroxila no carbono C-7’ e ndo 0 metoxi como em roraimina. Essa
proposicdo é corroborada pela correlacdo no HMBC do sinal em & 6,53 (H-5") com o
sinal em & 138,14 (C-7°). Os sinais em & 41,38 e 6 41,00 foram atribuidos a dois N-
metil de uma mistura de epimeros de alcaldides bisbenzilisoquinolinicos. O sinal em &
42,38 foi atribuido ao N-Me quando H-1’ esta na posi¢do beta em um dos componentes
da mistura e & 41,00 quando H-1" estd na posi¢do alfa no outro componente. Essa
diferencga ¢é expilcada pelo efeito gama reciproco do N-Me com CH,-15’ nessa Ultima

situacdo.
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A anélise dos dados obtidos através dos espectros de RMN de *H e *C uni e
bidimensionais, permitem sugerir a estrutura do composto CsR-1a como sendo 7’-
desmetilroraimina e do composto CsR-1b como sendo 1’-epi-7’-desmetilroraimina,
dois alcaldides inéditos na literatura (Figura 81) e os seus deslocamentos quimicos estéo
na Tabela 26 (pag. 157).

A Figura 108 (pag. 185) mostra o cromatograma obtido com a injecdo de 50
pug/mL da amostra que contém as substancias propostas CsR-1a e CsR-1b, através dos
picos cromatograficos que ficaram coeluindo. O indice de similaridade entre os
espectros de UV do composto CsR-1a e do CsR-1b foi de 0,998. Essa semelhanca pode
ser observada com o0s espectros sobrepostos mostrados na Figura 108. As condicoes
cromatogréaficas foram as mesmas utilizadas na *“Valida¢do do Método’’ Capitulo I11.

CsR-1a  CygH34N,0;

Figura 81: Proposta estrutural para os alcaloides 7’-desmetilroraimina (CsR-1a) e seu

isdbmero 1’-epi-7’-desmetilroraimina (CsR-1b).
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Tabela 26: Dados espectrais de RMN 'H (500MHz) e ¥C (125MHz) da 7’-
desmetilroraimina (CsR-1a) e 1’-epi-7’-desmetilroraimina (CsR-1b) em CDCI; (J em

Hz).
CsR-1a CsR-1b
Sc SH 2JcH 3JcH Sc SH 2JcH SJcH
C
1 164,68 - 2H-3 164,56 - 2H-3
4a 134,45 - 134,25 -
4b 109,21 - H-5 109,15 -
6 155,24 - H-5 MeO-6 154,87 -
7 131,85 - H-5;2H-16" 131,85 - H-5; MeO-7
8 147,77 - 147,87 -
9 128,64 - H-14 129,16 -

12 160,47 - 159,79 -

15 192,08 - 192,45 -

a 12361 - 125,14 -

&b 122,78 - H-5" 122,95 - H-5"
6 148,08 - H-5" MeO-6’ 146,94 - H-5" MeO-6’
7 138,14 - H-5’ 137,79 - H-5"
8 136,20 - 137,47 -

o 139,59 - H-11°/H-13" 14327 - 2H-15"  H-11"/H-13’

12 13482 - H-16'a  H-10/H-14’ 133,96 - H-16'B

CH
5 103,53 6,43 (5) 103,53 6,40 (5)

10 128,47 7.85 (d) H-14 131,47 7,86 (br s)

1 113,45 6,55 (d) 112,45 6,57 (br )

13 116,83 6,90 (d) 116,83 6,86 (br )

14 129,13 7,18 (d) 129,46 7,15 (br )

X 60,87 3,10 (m) H-15a  MeN-2’;H- 60,87 3,10 (m)
3'b
5 108,40 6,53 (5) 108,61 6,54 (5)

10 12888 7,00 (d, 8,0) H-11’

' 128,02 6,92 (d, 8,0) H-10’ 2H-16’ 128,47 2H-16’
13 128,02 6,93 (d, 8,0) H-14’ 2H-16’ 128,47 2H-16’
14 12888 7,00 (d, 8,0) H-13’

CH,

3 4645  412(ddd, 150,55 ~ H-4a 46,70 4,24 H-4a
2,0) 3,28
3,28 (m)
4 26,53 2,82, 2,70 H-5 26,35 2,80, 2,70
15 - - - - - - - -
3 4448  332(m), 2,96 (m) H-4a MeN-2’ 4322 333(m),2,96(m)  H-4'a MeN-2’
" 24,84 2,75, 2,35 H-5" 24,91 2,75
15’ 39,97 2,70 H-10"/H-14”
16’ 75,42 4,98 (d, 12,0) H-11/H-13° 7527 4,99 (d, 12,5)
4,63 (d, 12,0) 4,84 (d, 12,5)
CH,
MeO-6 56,03 3,95 (5) 56,01 3,96 (5)
MeO-6" 56,20 3,83 (5) 56,14 3,86 (5)
MeO-7’ - - - - - - - -
MeN-2’ 4238 2,32 (5) 41,00 2,27 (5)
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Tabela 27: Dados espectrais de RMN *H (500 MHz) e **C (125 MHz) dos compostos
CsR-1a e CsR-1b em CDCI; comparados com os valores descritos na literatura para 3

ed.
CsR1a (66,9%) CDCl; | CsR1b (33,1%) CDCl; | 3 CsDsN | 4 CDCI3+CD30D (9:1)
oc OH oc OH oc OH oc OH
C
1 164,68 - 164,58 - 166,7 - 166,2 -
4a 134,25 - 134,25 - 1345 - 135,3 -
4b 109,21 - 109,15 - 111,19 - 109,0 -
6 155,24 - 154,87 - 155,9 - 153,6 -
7 131,51 - 131,85 - 133,6 - 130,1 -
8 148,02 - 147,87 - 150,8 - 148,8 -
9 129,46 - 129,16 - 127,1 - 130,9 -
12 160,47 - 159,79 - 160,8 - 154,2 -
15 192,08 - 192,45 - 193,4 - - -
4’a 134,45 - 125,14 - 131,0 - 124,6 -
4’b 123,61 - 122,95 - 124,2 - 124,1 -
6’ 147,73 - 146,94 - 152,8 - 147,1 -
7 138,14 - 137,79 - 153,2 - 138,0 -
8’ 136,20 - 137,47 - 1454 - 137,7 -
9’ 139,59 - 143,27 - 143,3 - 142,1 -
12’ 134,96 - 133,96 - 1345 - 132,7 -
CH
5 103,53 6,43 (s) 103,53 6,40 (s) 103,6 6,57 (s) 102,0 6,16 (s)
10 131,47 7,86 (brs) 131,47 7,86(br s) 129,9 8,39 (dl, 8,4) 128,6 6,72 (br, d)
11 112,45 6,57 (brs) 112,45 6,57 (brs) 113,3 6,80 (dl, 8,4) 114,0 6,60(d, 8,2)
13 116,83 6,86 (br s) 116,83 6,86 (br s) 117,9 7,36 (dI, 8,2) 114,0 6,60 (d, 8,2)
14 129,46 7,25 (br 15) 129,46 7,15 (br s) 132,4 7,80 (dI, 8,2) 128,6 6,72 (br, d)
1 55,41 4,84 (brd, 8,5) 60,87 3,10 (m) 61,7 3,34 58,5 3,18
5’ 108,40 6,53 (s) 108,61 6,54 (s) 110,7 6,77 (s) 107,8 6,45 (s)
10’ 128,88 7,00 (d, 8,0) 128,47 7,20 (d, 8,0) 129,3 7,34 (d, 7,8) 128,3 7,01(d,7,7)
11’ 128,02 6,92 (d, 8,0) 129,13 6,93 (d, 8,0) 129,8 6,90 (d, 7,8) 128,6 6,88 (d, 7,8)
13’ 128,02 6,92 (d, 8,0) 129,13 6,93 (d, 8,0) 129,8 6,90 (d, 7,8) 128,6 6,88 (d, 7,8)
14’ 128,88 7,00 (d, 8,0) 128,47 7,20 (d, 8,0) 129,3 7,34 (d, 7,8) 128,3 7,01 (d, 7,7)
CH,
3 46,45 4,24 46,70 4,12 (ddd, 15,0, 487 4,20 (m) 438 3,18 (td, 12,4, 4,5)
3,28 5,5, 2,0)3,28(m) 3,50 (dt, 15,4, 5,3) 2,73 (m)
4 26,53 2,82,2,70 26,35 2,69 27,2 2,66 (m) 23,3 2,45 (br, m)
15 - - - - - - 453 4,01 (sl)
3 44,48 3,32 (m), 2,96 (m) 4322  3,33(m),2,96(m) 436 3,34 (m), 2,95 (m) 431 3,50 (sl)
4 24,84 2,75, 2,35 24,91 2,75 22,1 3,01 (m), 2,40 (m) 23,3 2,89 (m), 2,45 (br, m)
15’ 38,37 2,40 39,97 2,70 40,8 3,01 (m) 39,3 2,73 (m), 2,45 (br, m)
2,36 9 (br d, 11,0)
16’ 75,42 4,98 (d, 12,0) 75,27 4,99 (d, 12,5) 75,0 5,35 (d, 12,3) 73,8 5,07 (br, m)
4,63 (d, 12,0) 4,84 (d, 12,5) 5,04 (d, 12,3)
CH;,
MeO-6 56,03 3,95 (s) 56,01 3,96 (s) 56,3 3,94 (s) 55,5 3,88 (s)
MeO-6’ 56,20 3,83 (s) 56,14 3,86 (s) 56,4 3,86 (s) 55,8 3,81 (s)
MeO-7’ - - - 61,9 3,88 (s) - -
MeN-2° 4238 2,32 (s) 41,00 2,27 (s) 41,6 2,21 (s) 41,9 1,93 (s)

[3] Fitoterapia 2002, 73, 356. Substancia denominada roraimine.
[4] Magn. Reson. Chem. 2003, 41, 213. Substancia denominada warifteine. Os 5c foram registrados em CDCls-

CD30D:s.
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Figura 82: Espectro de massas de alta resolucdo da substancia CsR
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Figura 83: Espectro de IV de CsR em KBr
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Figura 84: Espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500 MHz)
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Figura 85: Expanséo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500MHz) — regido de 2,1 a 3,45 ppm
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Figura 86: Expanséo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500MHz) — regido de 3,6 a 5,1 ppm
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Figura 87: Expanséo do espectro de RMN *H de CsR (CDCls, 500MHz) — regido de 6,3 a 7,1 ppm
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Figura 88: Espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz)
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Figura 89: Expanséo do espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz) — regido de 10 a 50 ppm
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Figura 90: Expanséo do espectro de RMN **C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz) — regido de 54 a 78 ppm
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Figura 91: Expansdo do espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz) — regi&o de 100 a 145 ppm
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Figura 92: Expansdo do espectro de RMN *C-APT de CsR (CDCls, 125 MHz) — regi&o de 140 a 195 ppm



CAPITULO V: ELUCIDACAO ESTRUTURAL 170

Figura 93: Espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 94: Expansao do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de 2,4 a 5,0 ppm
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Figura 95: Expanséo do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de 4,5 a 5,20 ppm
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Figura 96: Expanséo do espectro de COSY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regiéo de 6,3 a 7,6 ppm
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Figura 97: Espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 98: Expanséo do espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de 2,0 a 5,5 ppm
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Figura 99: Expanséo do espectro de NOESY de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de 6,2 a 8,0 ppm
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Figura 100: Espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 101: Expanséo do espectro de HMQC de CsR (CDCls3, 500 MHz) - regido de 20 a 65 ppm
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Figura 102: Expanséo do espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz) - regido de 54 a 59,5 ppm
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Figura 103: Expanséo do espectro de HMQC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de 102 a 132 ppm
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Figura 104: Espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 105: Expansdo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de 25 a 65 ppm



CAPITULO V: ELUCIDACAO ESTRUTURAL 183

Figura 106: Expansdo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de 124 a 176 ppm
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Figura 107: Expanséo do espectro de HMBC de CsR (CDCl3, 500 MHz) — regido de 109 a 154 ppm
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Figura 108: Cromatograma da injecdo de 50 pg/mL da mistura de epimeros mostrando o indice

de similaridade dos compostos CsR-1a e CsR-1b.
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16 CONCLUSOES

Os alcaldides milonina, warifteina e metilwarifteina foram isolados, purificados
e quantificados em extratos etanolico bruto das folhas através de metodologia
desenvolvida e validada. O método cromatografico desenvolvido foi validado
segundo o preconizado na Resolucdo 899 da ANVISA, e se mostrou linear na
faixa de concentragdo utilizada (2-100 pg/mL), seletivo (com boa separagdo
entre os trés picos cromatograficos e interferentes), robusto, preciso RSD<15% e
exato (85-115%).

No estudo da sazonalidade dos marcadores foi possivel observar que houve
diminuicdo significativa da concentracdo de milonina, warifteina e
metilwarifteina entre 0 més de fevereiro e abril. Essas diminui¢fes proeminentes
entre 0s meses de fevereiro e abril para as trés moléculas coincidem com o
periodo de frutificacdo da planta sendo verificado o aparecimento de warifteina
e metilwarifteina nos frutos. Essa observacdo sugere a necessidade da

biossintese destes alcaldides pelos frutos.

Em relacdo ao plantio, cultivo e colheita da C. sympodialis ja se pode sugerir
que a melhor época de colheita da planta é antes do surgimento dos tecidos
reprodutivos (inflorescéncias), ja que com o surgimento destes tecidos os niveis

de alcaldides diminuiram significativamente.

Através de técnicas espectrométricas e cromatografica foi isolado uma mistura
de epimeros a 7’-desmetilroraimina e a 1’-epi-7’-desmetilroraimina que sao

alcaldides bisbenzilisoquinolinicos inéditos na literatura.
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