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RESUMO

Plantas medicinais produzem uma grande variedade de substancias
quimicas, de diferentes classes metabdlicas e o fazem em diferentes proporc¢des.
Um método para separacdo e quantificacdo de trés flavondides por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia foi desenvolvido e validado. O extrato bruto metanélico da
entrecasca de Dimorphandra gardneriana Tulasne foi analisado. Rutina,
isoquercetina e quercetina foram utilizados como padrdes de calibracdo. A analise foi
conduzida pela utilizagdo de coluna cromatografica Thermo Scientific Hypersil Cig
(250 mm x 4.0 mm; tamanho da particula, 5um), como fase estacionaria, e mistura
de tetrahidrofurano e solugédo tampao de fosfato de potassio como fase movel, com
fluxo de 0,8 mL/min e deteccdo no comprimento de onda de 356 nm. O método
proposto foi validado, conforme resolu¢cdo RE n°. 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. No presente estudo, uma excelente linearidade foi obtida com r
maior que 0.99. Além disso, os picos cromatograficos mostraram uma boa
resolucdo. Com os outros dados da validagdo, incluindo preciséo, especificidade,
exatiddo e robustez, esse método demonstrou boa repetibilidade e sensibilidade e
pode ser convenientemente utilizado para quantificacdo de rutina, isoquercetina e
guercetina em extrato bruto metanolico de vagens de D. gardneriana. Além do mais,
apresenta as vantagens de facil preparacdo da amostra e curto tempo de andlise
entre cada injecao. Vale ressaltar que o presente estudo trata do primeiro relato de
método de quantificacdo de flavondides em extratos brutos de D. gardneriana,
atraves da técnica de CLAE.

Palavras-chave: Dimorphandra gardneriana, CLAE, isoquercetina, quercetina,
rutina, validagao.



ABSTRACT

Herbal medicine produce a variety of chemical substances and
metabolic different classes and do so in different proportions.A method for separation
and quantification of three flavonoids by reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC) was developed and validated. The crude methanolic extract
of the inner bark of Dimorphandra gardneriana Tulasne was analyzed. Rutin,
isoquercitrin and quercetin were used as calibration standards. The analysis was
performed using a Thermo Scientific Hypersil Cig column (250 mm x 4.0 mm id., 5
Mm particle size), as stationary phase and a mixture of tetrahydrofuran and buffer
solution of potassium phosphate as the mobile phase with a flow rate of 0.8 mL / min
and detection at a wavelength of 356 nm. The proposed method was validated by
resolution RE No. 899/2003 of the National Health Surveillance Agency. In this study,
an excellent linearity was obtained with r higher than 0.99. Besides, the
chromatographic peaks showed good resolution. With other validation data, including
precision, specificity, accuracy and robustness, this method demonstrated good
reliability and sensitivity, and can be conveniently used for the quantification of rutin,
isoquercitrin and quercetin in crude methanolic extract of D. gardneriana pods.
Furthermore, there are the advantages of easy sample preparation and short time
between each injection. It is noteworthy that the present study is the first report of
guantification method of flavonoids in crude extracts of D. gardneriana through the
technique of HPLC.

Keywords: Dimorphandra gardneriana, HPLC, isoquercitrin, quercetin, rutin,
validation.
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1 INTRODUCAO

O género Dimorphandra tem grande relevancia, sobretudo nos aspectos
medicinais e de biodiversidade, por incluir duas espécies que sdo importantes
economicamente como fontes de flavonoides para a industria farmacoquimica
(Dimorphandra mollis Benth. e Dimorphandra gardneriana Tul.) (SUDRE et al.,
2011).

Dimorphandra gardneriana Tul.,conhecida como fava d'anta ou faveiro, €
uma arvore brasileira leguminosa nativa, ocorrendo naturalmente nos estados do
Maranhdo, Piaui, Ceara, Bahia, Para, Goias, Mato Grosso e Minas Gerais
(MONTANO et al., 2007).

A fava d"anta (Dimorphandra sp.) € uma planta cujos frutos sao utilizados
na extracao de rutina para abastecimento da industria farmacéutica. A rutina € um
flavondide que atua no fortalecimento e permeabilidade das paredes dos vasos
capilares, em combinag&o com a vitamina C (RIZZINI e MORS, 1995).

Quercetina é outra substancia extraida desta planta e de grande interesse
para indastria farmacéutica. Ela € um antioxidante fendlico natural, presente em
vegetais, frutas e sucos. Quimicamente, quercetina € uma aglicona de rutina e
outros glicosideos. E um potente antioxidante e eliminador de radicais livres (FILHO
et al., 2001). Outro flavonéide que pode ser encontrado no género Dimorphandra € a
isoquercetina (DORES, 2007).

Entretanto, um dos impedimentos para aceitacao de produtos vegetais é a
falta de padronizacdo de controle de qualidade (SHINDE et al., 2009). Analises
quimicas e técnicas cromatograficas podem ser usadas para ajudar na identificacao
de material vegetal ou extrato. Técnicas cromatogréficas, tais como CLAE, CCD, CG,
eletroforese capilar e métodos espectroscopicos como infravermelho, ressonancia
magneética nuclear e ultravioleta podem ser usados como impressfes digitais no
processo de identificacdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios (SHAW e BUT,
1995).

A fim de controlar a qualidade dos medicamentos a base de plantas de
uma maneira mais adequada, metodologias analiticas bem fundamentadas devem
ser utilizadas. Estas, quando ndo descritas em compéndios oficiais ou formularios

nacionais, devem ser validadas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) define o processo de validagdo como uma garantia, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. (ANVISA, 2003).

O desenvolvimento e validacdo de um método analitico eficiente € uma
parte integral do controle de qualidade do material bruto para garantir a seguranca e
a eficacia do composto resultante (HEFNAWY et al., 2006).

Dessa forma, e considerando o potencial farmacolégico e a falta de
especificacdo para o controle de qualidade do extrato bruto da espécie em estudo,
que é um pré-requisito para producdo e registro de fitomedicamentos (ANVISA,
2010), o presente trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver e validar um
método para separacdo e quantificacdo, através de CLAE, de rutina, quercetina e
obtidas de extrato metandlico da entrecasca das vagens de D. gardneriana. Esse
estudo tentar4 prover base cientifica para o controle de qualidade de extratos
preparados da entrecasca das vagens desta planta. A escolha dos trés flavonoéides
foi baseada em estudos que reportaram a presenca destes compostos em outra
espécie de Dimorphandra (SOUSA et al., 1991; FERREIRA et al., 2001; DORES,
2007; LUCCI e MAZZAFERA, 2009).

O método foi validado em conformidade com a regulamentacdo RE 899
de 2003 da ANVISA. Os seguintes parametros de validacdo foram avaliados:
especificidade, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao,
precisao e robustez (ANVISA, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar método analitico para determinacdo quantitativa
dos flavondides rutina, quercetina e isoquercetina no extrato metandlico de D.

gardneriana e avaliar sua propriedade antioxidante e sua fotoestabilidade.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver e validar método para obtencdo dos teores dos flavondides rutina,
isoquercetina e quercetina em extrato metandlico de D. gardneriana por

cromatografia liquida de alta eficiéncia;

- Determinar a atividade antioxidante do extrato metandlico de D. gardneriana

através do método DPPH;

- Quantificar o flavondide rutina em dois fitoterapicos disponiveis no mercado,

através da técnica de CLAE;

- Determinar a fotoestabilidade de extrato metandlico de D. gardneriana através da
exposicao das amostra, subdivididas em grupos (controle, protegido e exposto), a

camara de fotoestabilidade;

- Fornecer dados cientificos que facilitem o controle de qualidade do extrato de D.
gardneriana, podendo servir como base para elaboragcdo de monografia desta

especie na Farmacopéia Brasileira.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Consideracdes botanicas

3.1.1 A familia Leguminosae

A familia Leguminosae (Figura 1, p. 27) € constituida por 727 géneros e
19.327 espécies, e é tradicionalmente subdividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al. 2005), situando-se
entre as trés maiores familias de Angiospermae (POLHILL et al. 1981; MABBERLEY,
1997). Apresenta distribuicdo cosmopolita, com centro de diversidade nos trépicos
(LEWIS, 1987).

No Brasil, foram catalogados cerca de 210 géneros e 2.694 espécies
(LIMA et al., 210), distribuidas em quase todas as formacdes vegetacionais (LIMA,
2000).

Apresenta habito variado, desde ervas perenes até arvores de grande
porte, folhas, em geral, compostas, inflorescéncia racemosa, flores com corola
dialipétala e zigomorfa, com exce¢do das Mimosoideae, que possuem corola
gamopétala, de simetria radiada, frutos do tipo legume e suas variacbes, como
legume bacéide, nucéide e samardide, lomento, foliculo, sdmara e drupa
(BARROSO et al. 1991; BARROSO et al. 1999).

Em relacdo a importancia econémica, a Leguminosae é a mais importante
familia da classe Magnoliopsida (HARBORNE, 1994).
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Figura 1 - Classificacdo taxon6mica de Dimorphandra gardneriana Tulasne,

conforme Martius et al. (1870).

Reino: Plantae

Divisdo: Angiospermae

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Leguminosae (Fabaceae)

Subfamilia: Caesalpinieae

Tribo: Dimorphandreae

Género: Dimorphandra Schott

Secao: Eudimorphandra Tulasne

Espécie: Dimorphandra gardneriana Tulasne

3.1.2 O género Dimorphandra

by

O género Dimorphandra Schott (Fabaceae) pertence a subfamilia
Caesalpinieae (JOLY, 1993) e é formado por trés subgéneros: Dimorphandra,
Phaneropsia e Pocillum (SILVA, 1986).

As espécies do género Dimorphandra sédo todas lenhosas, em geral de
porte arbéreo, incluindo desde arvores de médio porte de 3 a 7 m de altura até
arvores gigantescas de 30 a 50 m de altura. O caule € em geral cilindrico, ereto,
podendo ser delgado e tortuoso nas espécies do cerrado e em algumas tipicas das

campinas ou caatingas da Amazébnia. A casca do fuste em geral é lisa, finamente
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escamosa e persistente, em contraste com as espécies do cerrado como D.
gardneriana e D. mollis, que apresentam casca grossa. As folhas séo alternas,
bipinadas ou multipinadas, pecioladas, com as margens menos revolutas ou, nha
maioria das vezes, plana e com menor numero de pinas nas folhas, como
encontradas em D. gardneriana (SILVA, 1986); as formas dos foliolos séo variaveis,
podendo ser oblongas, ovadas ou arredondadas ou, ainda, como em D. gardneriana,
cujos foliolos sdo maiores e menos pilosos que em D. mollis (SILVA, 1986). A
inflorescéncia € uma panicula com espigas curtas. O fruto € um legume indeiscente,
como observado em D. mollis (FERREIRA et al., 2001) e D. gardneriana, sendo
achatado, com coloracdo variando de marrom-escuro a quase negro, opaco, de
superficie irregular, rugoso, com 4pice e base arredondados, bordo irregular,
lenhosos (seco), com 9,2 a 18,5 cm de comprimento e 2,4 a 3,5 cm de largura e
espessura variando de 0,8 a 1,3 cm; pedunculo persistente de consisténcia lenhosa.
Apresenta pericarpo bem distinto quando aberto, epicarpo fino e mesocarpo de
consisténcia farinacea, macia, marrom-escuro; endocarpo amarelo esbranquicado.
Tem odor forte e adocicado (FERREIRA et al., 2001).

O numero de espécies conhecidas varia de 11 a 43 no género
Dimorphandra (GONCALVES, 2007). Entre essas, D. mollis Benth e D. gardneriana
Tul. sédo consideradas as mais importantes por serem frequentemente encontradas
na natureza, sendo as mais coletadas e usadas na industria quimica e farmacéutica
(GONGCALVES et al., 2010; CUNHA et al., 2009).

Este género tem grande relevancia, sobretudo nos aspectos medicinais e
de biodiversidade, por incluir duas espécies que sdo importantes economicamente
como fontes de flavondides para a industria farmacoquimica (D. mollis Benth. e
Dimorphandra gardneriana Tul.), e espécies endémicas do Brasil, como a D. jorgei

Silva e D. wilsonii Rizz., sendo esta ameacada de extingdo (SUDRE et al., 2011).

3.1.3 Dimorphandra gardneriana Tul.

D. gardneriana Tul. (Figura 2, p. 29), popularmente conhecida como
faveira ou fava d'anta, € uma arvore pequena que habita os cerrados. No Nordeste
Brasileiro, esta espécie ocorre nos estados do Maranhdo, Bahia, Piaui e Ceara
(CUNHA et al., 2009; VIEIRA, 2003). Essa espécie ocorre em altitudes que variam
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de 190 m até 950 m. No cerrado da Chapada do Araripe, ocorre em altitudes
superiores a 800 m (FIGUEIREDO, 1997). No interior da Floresta Nacional do
Araripe, D. gardneriana ocorre em areas mais abertas e de luminosidade (SILVA,
2007).

Dimorphandra gardneriana apresenta folhas bipinadas, compostas, com
5-8 jugas formada de 10-20 jugos de foliolos largos-ovados, medindo cada uma de 3
a 4 cm, glabros na face superior e ferrugineo-tomentosos na face inferior. Flores
sésseis dispostas em espigas corimbiformes, os frutos sdo vagens que contém
glicosideos flavbnicos, principalmente a rutina, compridos, medindo até 15 cm de
comprimento, muito procurados pelo gado (CORREA, 1984).

Frutos de D. gardneriana foram tradicionalmente usados para cura de
coceiras pelos indios Paresi de Mato Grosso-MT (MORAIS e MACEDO, 1996) e o

tronco para construcao de cercas na regido do Araripe (SILVA, 2007).

Figura 2 — Dimorphandra gardneriana Tul. (individuo adulto e infrutescéncia)

. RN ey "‘l' - ‘{‘?\-a—_ o~ ’j,"’.“’:f'/ .;'f;
(@) Individuo adulto de D. gardneriana na Floresta Nacional do Araripe;

(b) - Arvore com frutos; (c)- Infrutescéncia de D. gardneriana (Fonte: SILVA, 2007)
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3.1.3.1 Extrativismo na regido do Araripe

Dimorphandra gardneriana Tul., por apresentar quantidades apreciaveis
do flavondide rutina, tem despertado grande interesse pela industria farmacéutica
nos ultimos anos, sendo alvo de populacdes extrativistas na Regido do Araripe.

Na regido do Araripe - Ceara, a cadeia de comercializacdo de
Dimorphandra gardneriana € caracterizada por extratores, corretores,
atravessadores e empresa processadora e exportadora. Em 22 comunidades dos
municipios de Crato, Barbalha, Missdo Velha, Santana do Cariri, Nova Olinda e
Jardim, foram identificados 768 extratores (SILVA, 2007). Para extracdo deste
flavonoide, cerca de 600 toneladas por ano de sementes sdo descartadas (CUNHA
et al., 2009).

O preco do quilo da faveira vendida pelos coletores (primeiro elemento
da cadeia) é variavel. Na regido do Araripe, a maioria dos extrativistas vende o quilo
a um preco de R$ 0,15 (quinze centavos), porém outros vendem a R$ 0,10 (dez
centavos), R$ 0,12 (doze centavos) e R$ 0,20 (vinte centavos). E variavel também
entre os elementos da cadeia. Por exemplo, os atravessadores (segundo elemento
da cadeia) chegam a vender o quilo a R$ 0,60 (sessenta centavos). De acordo com
cada coletor, a producdo média por planta pode variar de 10 a 20 kg (quantidade
mais comumente encontrada por planta de acordo com os extratores), 21 a 40kg, 41
a 80 kg e acima de 100 kg. A maioria coleta entre 1000 e 1500 kg por safra. A renda
familiar em consequéncia da colheita de frutos de D.gardneriana pode alcancar no

ano mais de meio salario minimo (SILVA, 2007).

3.1.4 Flavonoides

Os flavondides (Figura 3, p. 31), biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides (Figura 4, p. 33), constituem uma importante classe de polifendis,
presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundéarios de vegetais
(CARVALHO et al., 2003). A capacidade dos flavondides em atuar como agentes
antioxidantes nos sistemas biolégicos é, talvez, sua atividade mais importante e a
mais estudada nos ultimos anos (SAKIHAMA et al., 2002; VAYA et al., 2003).
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Figura 3 — Nacleo fundamental dos flavondides e sua numeracao

(Fonte: SIMOES et al., 2000)

Sdo encontrados em maior quantidade nas familias Leguminosae e
Compositae (MARTINS et al., 1994). Esse € o caso para Dimorphandra sp.(fava
d’anta), cujos frutos tem concentrag¢des consideraveis de flavondides, principalmente
rutina e quercetina (Figura 5, p. 34) (SUDRE et al., 2011). De acordo com Hubinger
et al. (2009), o teor de flavondides pode atingir cerca de 10,25% no fruto seco.

Santos et al. (2006), na caracterizacdo de classes quimicas no extrato
etandlico dos frutos de Dimorphandra gardneriana, observaram o aparecimento e a
intensificacdo de cores diversas, principalmente a cor vermelha, indicativo da
presenca de varias subclasses de flavondides (flavonadis, flavanonas, flavonondis
e/ou xantanas, livres ou seus heterosideos).

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina), flavonéide da classe dos flavonais, é
tradicionalmente empregada como potente antioxidante na prevencao ou tratamento
da insuficiéncia venosa ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade capilar, e
também na prevencédo aos danos causados pela radiacdo ultravioleta (BRUNETON
1991; GUARDIA et al.,, 2001). Essa substancia foi descoberta em 1936 pelo
bioquimico Szent-Gyorgi e seus colaboradores (BENTSATH et al., 1936).

A rutina aumenta a resisténcia dos capilares, consequentemente
reduzindo a permeabilidade as células sanguineas vermelhas (TOMASSINI e
MORS, 1966; SOUSA et al., 1991; ALONSO, 1998). Apresenta-se sob a forma de
um po de cor amarelo- esverdeado e também tem acdo benéfica ao diminuir a
concentracdo do colesterol LDL (RODRIGUES et al.,, 2003). Essa substancia, por
estimular a circulacéo, é também usada em mesoterapia ou intradermoterapia nos
tratamentos contra celulite. E empregada ainda para o preparo de cirurgias em

pacientes afetados com ictericia. A rutina exerce uma influéncia benéfica sobre as
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hemorragias produzidas no tratamento profilatico de trombose (SILVA, 2007).

A rutina aumenta o tbnus venoso, e acredita-se que tenha associada uma
acao “impermeabilizante capilar’, semelhante a vitamina P, devido a inibicdo da
hialuronidase. Tal acdo impediria a passagem de proteinas que contribuiriam para a
formac&o do edema (ARAUJO, 2003).

A quercetina é o flavonoide polifendlico mais abundante na subclasse dos
flavondis e apresenta a propriedade de formar quelatos, sendo, portanto, um potente
agente antioxidante no combate de espécies reativas de oxigénio. Além disso, esse
composto tem sido extensivamente estudado quanto aos seus efeitos
farmacoldgicos, tais como hepatoprotetor, antiinflamatério, antitumoral e
antiasmatico (INAL e KAHRAMAN, 2000; LEE et al., 2003; COMALADA et al., 2005;
ROGERIO et al., 2009).

Apresenta ainda atividade cardiovascular, reduzindo o risco de morte por
doencas coronarianas e diminuindo a incidéncia de infarto do miocéardio. Enfim, ha
inimeras aplicagcbes na medicina, principalmente nos tratamentos de problemas
circulatérios e capilares (SILVA, 2007).

Outra substancia que pode ser encontrada no género Dimorphandra é a
isoquercetina (Figura 5, p. 34). Essa substéncia tem demonstrado efeitos de

protecdo contra a peroxidacao lipidica e o stress oxidativo (SILVA et al., 2008).
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Figura 4 — Representacdo esquematica simplificada da biossintese de flavonoides
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos flavondides rutina, isoquercetina e quercetina.
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3.2 Controle de qualidade de extratos vegetais e fitoterapicos

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas (alcaldides,
taninos, flavonodides, saponinas, entre outros) e o fazem em diferentes proporc¢des,
dependendo do habitat, da pluviosidade, do oferecimento de luz as plantas, das
caracteristicas dos solos, enfim, das caracteristicas edafo-climaticas, além do seu
potencial genético. Algumas substancias quimicas sdo caracteristicas de uma
determinada espécie vegetal, servindo como parametros para a sua caracterizagao e
identificacdo (MIGLIATO et al.,2007; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Marcadores quimicos podem ser utilizados para ajudar na identificacdo de
materiais vegetais, definir especificacbes para matérias-primas, padronizar
preparagdes botanicas durante todos os aspectos do processo de fabricacéo e obter
perfis de estabilidade (LAZAROWYCH e PEKOS, 1998).

Os diferentes métodos existentes para a padronizacdo fisico-quimica de
fitoterapicos e extratos vegetais incluem, entre outros, técnicas cromatograficas,
como a cromatografia em camada delgada (CCD), que permitem a quantificacdo de
componentes de interesse diretamente ou indiretamente, apos separagao e extracao
dos compostos, seguida de determinagdo quimica ou fisico-quimica (SONAGLIO et
al., 1986). No entanto, esta metodologia é considerada obsoleta, principalmente pelo
advento das técnicas mais sensiveis como cromatografia liquida e gasosa acopladas
a espectrbmetro de massas ou ressonancia magnética nuclear, entre outras. A
técnica acoplada CCD-densitometria, empregando placas de alta eficiéncia
(HPTLC), tem sido utilizada em andlise de ativos de drogas vegetais e seus

extrativos, tanto qualitativa quanto quantitativamente (KLEIN et al., 2009).

3.2.1 Fitoterapicos

Em 1978, por meio da declaracdo de Alma-Ata , a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) definiu a sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a
utilizacdo de plantas medicinais e seus derivados fitoterapicos no ambito sanitério,

tendo em vista que 80% da populagdo mundial utilizam essas plantas ou
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preparacdes destas no que se refere a atencdo primaria a saude (OMS, 1978) .

O mercado mundial de fitoterdpicos envolve hoje cerca de US$ 44
bilhdes, segundo a consultoria Analize and Realize, que atende algumas das
maiores industrias farmacéuticas do mundo. O valor esta crescendo. Segundo a
Associacao Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico, ndo existem dados oficiais
sobre o tamanho desse mercado no Brasil. As estimativas variam entre US$ 350
milhdes e US$ 550 milhdes. Os pesquisadores acreditam que o pais, por ser dono
da maior biodiversidade do planeta, deveria ter um papel de lideranca na area
(ABIFISA, 2010).

O desenvolvimento de um fitoterapico padronizado agrega um valor
tecnologico no desenvolvimento da forma farmacéutica contendo plantas medicinais,
fugindo daquelas formas farmacéuticas que contém apenas 0 material vegetal
moido, além de garantir a qualidade e eficacia do medicamento (KLEIN et al., 2009).

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil aprovou o Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esta medida tinha como objetivo beneficiar
diversos setores da cadeia produtiva, desde o cultivo das plantas até a producéo do
fitoterapico, com intuito de gerar emprego e renda, de desenvolvimento local e de
estruturacdo dos setores envolvidos na producdo. Além de incentivar a pesquisa,
desenvolvimento de tecnologia e inovagdes nas diversas etapas da cadeia produtiva
de fitoterapicos (ANVISA, 2006).

Existem no mercado muitos fitoterapicos que possuem flavondides,
combinados ou isolados, em sua constituicdo. De acordo com a lista de
medicamentos similares Unicos do mercado (ANVISA, 2012b), esta agéncia tem, até
o momento, concedido registro a dois medicamentos fitoterapicos que possuem em
sua composicao o flavondide rutina. Esses medicamentos sdo o Venoruton® e o
Venocur Triplex®.

O Venoruton®, cujo detentor do registro é o laboratério Novartis, néo
representa uma associacdo medicamentosa, ou seja, 0 Unico principio ativo € a
rutina, em trés diferentes concentragfes e formas farmacéuticas: comprimido de 500
mg, cédpsula de 300 mg e gel de 20mg/g. Em todas as suas apresentagfes, 0
medicamento possui a indicagdo como antivaricoso.

O medicamento Venocur Triplex® do laboratério Knoll, como o proprio

nome sugere, apresenta uma associacao de extrato seco de castanha da india (100
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mg por dragea), de rutina (300 mg por drdgea) e de miroton concentrado (150 mg
por dragea). Assim como o anterior, este medicamento € também indicado no

tratamento de varizes.

3.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

No caso da extracdo de flavondides em geral, a CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) possibilita ao pesquisador um método quantitativo de
analise de componentes flavondides de uma mistura em um nivel elevado de
definicdo e sensibilidade (SIMOES et al., 2000; MARKHAM, 1982; VILEGAS, 1997).
Embora possa separar uma ou mais classes de flavondides, tal técnica € mais
utilizada na separacao de substancias de uma mesma classe estrutural e, através do
tempo de retencdo relativo, pode ser utilizada também na caracterizacdo desses
compostos (SIMOES et al., 2000).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) utiliza instrumentos muito sofisticados que
podem ser totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que
emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados, e
uma fase movel que é eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de promover
separacdes dos constituintes e analises qualitativas e quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
tempo de minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS et al.,
1997).

A CLAE é considerada um método réapido e preciso, permitindo a
separacdo e doseamento de quantidades relativamente pequenas de material
(SIMOES et al., 2000).

A mais importante das vantagens da CLAE é sua versatilidade. Ela pode
ser aplicada tanto para compostos organicos como para inorganicos. As amostras
podem ser liquidas ou solidas, ibnicas ou covalentes; os gases sdo as unicas
amostras nao determinadas pela CLAE. As amostras tipicas analisadas pela CLAE
sdo: aminoacidos, explosivos, lipideos polares, metabdlitos de animais e plantas,
pigmentos de plantas, polimeros sintéticos polissacarideos, produtos farmacéuticos,
proteinas e tintas (COLLINS et al., 1997).
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Para a maioria das andlises, a separacdo € alcancada por particdo dos
componentes, presentes na solucdo a ser analisada, entre as fases movel e
estacionaria. Sistemas que consistem de fases estacionarias polares e fases moveis
apolares sao definidos como cromatografia em fase normal, enquanto o oposto,
fases moveis polares e fases estaciondrias apolares, sdo denominados
cromatografia em fase reversa. A afinidade de uma substancia pela fase
estacionéaria e, consequentemente, seu tempo de retencdo na coluna, € controlado
pela polaridade da fase moével (BRASIL, 2010).

As anadlises quantitativas sdo de facil execucdo e grande precisdo na
CLAE, sendo comum na maioria dos seus métodos apresentarem desvios relativos
inferiores a 0,5% (COLLINS et al., 1997).

Uma separacdo bem sucedida requer um equilibrio adequado de forcas
intermoleculares entre os trés participantes ativos do processo de separacédo: soluto,
fase modvel e estacionaria. Em cromatografia por particdo, a polaridade da fase
estacionaria € combinada aproximadamente com a do analito. A fase movel, de
polaridade consideravelmente diferente, é usada para eluicdo. Feitas as escolhas, a
obtencdo de uma separacdo satisfatoria pode ser alcancada através de uma série de
experimentos de tentativa e erro ou através da utilizacdo de programas
computacionais, como o0 método simplex (GUILLAUME e GUINCHARD, 1995).

Entre os suportes mais comumente usados, encontram-se substancias
inorganicas como gel de silica e alumina (6xido de aluminio), que sdo geralmente
utilizadas para separar compostos lipofilicos. Materiais organicos como celulose,
poliamida e géis de dextrano sao aplicados na separacdo de substancias hidrofilicas,
como aminoacidos e acuUcares. Outras alternativas utilizadas sdo os materiais
modificados quimicamente, como a celulose acetilada ou gel de silica substituido por
cadeias organicas alifaticas de Cg a C15 (FALKENBERG et al., 2000).

A CLAE pode utilizar diferentes tipos de detectores especificos. Os
detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
sdo os espectrofotométricos (UV/Vis). Eles sao utilizados para detectar compostos
com grupamentos cromoforos e podem apresentar comprimento de onda fixo,
variavel ou multiplo. Os detectores de comprimento de onda fixo operam em um
anico valor, geralmente, 254 nm. Os detectores de comprimento de onda variaveis
contém uma fonte continua de emissao, como uma lampada de deutério ou xendnio

e geram radiacdo monocromatica a um valor selecionado pelo operador, podendo
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ainda ser programados para alterar o comprimento de onda durante o
desenvolvimento da andlise. Ja o0s mdltiplos medem, simultaneamente, a
absorbancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados
detectores de arranjo de diodos (DAD). Além desses, o cromatografo liquido de alta
eficiéncia pode ser acoplado a detectores de indice de refracdo, fluorimétricos,
eletroquimicos, de espectrometria de massa e de condutividade (BRASIL, 2010).
Existem sistemas comercializados que, automaticamente, injetam uma
amostra, realizam a separacao, imprimem os tempos de retencao, integram as areas
dos picos e reciclam qualquer uma das fracfes que estd sendo eluida. Esses
sistemas podem regenerar suas condicdes iniciais de operagdo para, em seguida,
injetar uma nova amostra. Essa automatizacdo é conseguida com o emprego de
microcomputadores conjugados ao sistema cromatografico, o que possibilita:
a) a identificacdo das espécies pela comparacdo dos tempos de retencao
determinados com os tempos de retencao padrdo armazenados em memoria;
b) o calculo das concentracdes das espécies por meio das areas dos picos, 0 que se
consegue com a aplicacao de técnicas de calibracao;
c) o aumento da resolucdo na separacdo de duas substancias, quando nao
separadas completamente, pela reciclagem automatica das fragcfes, correspondendo
a eluicdo das substancias juntas (COLLINS et al., 1997).

3.3 Validacdo de Métodos Analiticos

A validacao é um conjunto de procedimentos que visa estabelecer que a
metodologia analitica € capaz de gerar resultados confiaveis. Os procedimentos para
validacdo estdo descritos em resolucdes e guias. As resolucbes sdo documentos
com poder de lei; os guias sdo documentos que sugerem uma linha de trabalho a

ser seguida e séo, portanto, abertos para interpretacao (RIBANI et al., 2004).

Conforme a resolucdo de n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003), o objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagcédo qualitativa, semi-
guantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que 0
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método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo,
adequados a analise (ANVISA, 2003). As caracteristicas de desempenho que devem
ser testadas no processo de validacdo devem ser baseadas na intencdo do uso do
método (ICH, 2005; USP, 2011; ANVISA, 2003), os quais sao divididos em quatro
categorias: (I) testes quantitativos para determinagcéao do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matéria-prima; (ll) testes quantitativos ou ensaio-limite para
determinacdo de impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos
ou matéria-prima; (lll) teste de performance e (IV) testes de identificacao.

A especificidade € indicada para testes de identificacdo do principio ativo,
excluindo-se a necessidade dos outros parametros. Excetuando-se o limite de
deteccdo, os demais parametros devem ser avaliados para o0s testes de
quantificacdo de impurezas. Para o ensaio limite de impurezas, em que ndo €
necessaria a analise quantitativa, a avaliacdo do limite de deteccdo e da
especifidade é suficiente. Para os testes de determinacdo quantitativa, € indicado
gue se avaliem todos os parametros, exceto os limites de detecgcédo e quantificacao
(ICH, 2005).

A especificidade de um método instrumental de separacédo € a capacidade
de avaliar, de forma inequivoca, as substdncias em exame nha presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra
complexa (USP, 2011; VESSMAN et al., 2001).

A especificidade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de
se avaliar € comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz
adicionada com esta substancia (padrdo), sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retencdo da substancia de interesse, que deve
estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra (CODEX, 1995;
ICH, 2005, SHABIR, 2003; SWARTZ e KRULL,1998) . Uma segunda maneira é
através da avaliagdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrémetro de
massas), que comparam 0 espectro do pico obtido na separacdo com o de um
padrdo e utiliza-se isto como uma indicacdo da presenca do composto puro
(HUBER, 1998; JENKE, 1998; VESSMAN et al., 2001). Essas duas maneiras sdo as
mais utilizadas.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
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resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacéo (ICH, 2005; USP, 2011; SWARTZ e
KRULL, 1988).

A correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a
concentracdo da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida. Na maior
parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a massa da espécie de
interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para
massas ou concentragbes conhecidas dessa espécie (AUGUSTO et al., 2000). Essa
relacdo mateméatica, muitas vezes, pode ser expressa como uma equacédo de reta,
obtida por analise de regressao linear, chamada de curva analitica (BARROS NETO
et al., 2002).

Para verificar se a equacdo de regressdo linear € estatisticamente
significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da
regressado, sua eficiéncia e sua eficiéncia maxima (BARROS NETO et al., 2001,
CHUI et al., 2001). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlagéo igual
ou maior que 0,99.

A precisdao representa a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condi¢des definidas (ICH, 2005; INMETRO, 2003).

A precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade; precisdo intermediaria; reprodutibilidade. A exatidédo
representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em
um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro (ICH, 2005;
INMETRO, 2003).

De acordo com o INMETRO (2003), a robustez de um método
(“robustness”) mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variagoes.
Diz-se que um meétodo € robusto quando ele ndo é afetado por uma modificacao
pequena e deliberada em seus parametros. A robustez de um método
cromatografico € avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros, como a
concentracdo do solvente organico, pH e forca ibnica da fase movel em CLAE,
programacao da temperatura, natureza do gas de arraste em CG, bem como o
tempo de extragéo, agitacao, etc.

As mudancas introduzidas refletem as alteracdes que podem ocorrer

guando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos
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(RIBANI et al., 2004).

Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o
conteudo de metanol na fase mével em £ 2%, o pH da fase mével em 0,1 unidades
de pH ou a temperatura da coluna em + 5 °C. Se estas mudancas estiverem dentro
dos limites de exatiddo, precisdo e seletividade aceitaveis, entdo o método possui
robustez e tais variacbes podem ser incorporadas ao procedimento (RIBANI et al.,
2004).

3.4 Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que protegem as células contra os
efeitos nocivos causados por espécies reativas (MUSCHIETTI e MARTINO, 2007).
Os flavondides e outros derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem na captura
e neutralizacao de espécies oxidantes, como o anion superéxido, radical hidroxila ou
radical peroxido (ZUANAZZI e MONTANHA, 2007). A capacidade dos flavondides
em atuar como agentes antioxidantes nos sistemas biolégicos é, talvez, sua
atividade mais importante e a mais estudada nos ultimos anos (SAKIHAMA et al.,

2002; VAYA et al., 2003).

Quimicamente, sdo trés as caracteristicas que conferem aos flavondides
suas importantes propriedades antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1997). Séo elas:
substituintes doadores de hidrogénio (grupos hidroxilas fendlicos), que permitem aos
flavondides sofrer uma reacdo redox que os ajuda a capturar radicais livres mais
facilmente e um sistema de deslocamento estavel (anéis aromaticos e heterociclos e
multiplas unides insaturadas), que ajuda a deslocar a distribuicdo de elétrons e a
presenca de certos grupos estruturais capazes de formar complexos quelantes de
metais de transi¢cdo que podem regular a producéo de EROs.

Dugas et al. (2000) avaliaram a atividade antioxidante de uma série de
flavondides contra radicais peroxilas gerados por hemolise térmica e estudaram a
relacdo estrutura-atividade. O composto mais ativo foi a quercetina, seguido por seu
derivado 3- glicosilado, a rutina, com atividade captadora de EROs 7 e 5 vezes
maiores que o trolox (analogo da vitamina E), respectivamente.

As metodologias mais comuns para se determinar a atividade antioxidante

de modo pratico, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical cromoforo,
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simulando as espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo o radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) um dos mais utilizados (Figura 6, p. 43) (ARNAO et al., 2000).

O DPPH é um radical cromo6foro muito estavel, com um pico de absorcéo
no comprimento de onda de 531 nm, em meio etandlico, apresentando solucéo de
coloracdo violeta intensa (BLOIS, 1958; ARNAO et al., 2000). A medida que o DPPH
sofre reducdo pelos componentes scavangers presentes na solucéo teste, observa-
se mudanca da coloracdo da solucdo original de violeta intensa para amarela,
proporcional a concentracdo da substancia com potencial antioxidante presente, em
conformidade com as leis de Lambert e Beer, podendo ser medida
espectrometricamente a 531 nm (BLOIS, 1958).

Figura 6 — Estrutura do DPPH antes e depois da reagdo com antioxidante (AH).

o¥e s¥e

+ AH —> NH + A
O;N NO> OsN NO»
NO; NO2
DPPH (violeta) DPPH (amarela)

(Fonte: HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007)
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3.5 Estudos de Fotoestabilidade

Os guias estabelecidos pelo ICH preconizam testes de fotoestabilidade
tanto para a substancia ativa como para os produtos acabados (ICH, 2003). O teste
tem como objetivo demonstrar que uma exposicao a luz ndo resulta em alteracdes
significantes no produto (ANVISA, 2012a).

A Anvisa (2012-A) preconiza duas opc¢des para fontes de luz. Na primeira
opcao, deve-se utilizar uma fonte de luz similar ao padrédo de emissao D65/ID65,
como uma lampada fluorescente artificial combinando emissao visivel e UV. D65 é o
padréo internacional reconhecido para luz do dia, como definido na ISO 10977:1993.
ID65 € o equivalente ao padrdo de luz indireta de interiores. Para fonte de luz
emitindo radiacdo significativa abaixo de 320nm, deve ser utilizado filtro(s) para
eliminar tais radiacdes. Na segunda opcdo, a amostra deve ser exposta a uma
combinacdo das seguintes lampadas: a) Lampada branca fluorescente fria similar a
ISO 10977:1993 b) Lampada fluorescente UV com espectro distribuido entre 320nm

e 400nm, e emissdo maxima de energia entre 350nm e 370nm.

Para realizacdo do teste de fotoestabilidade, as amostras devem ser
expostas a ndo menos que 1,2 milhGes de lux.hora, integrados a uma energia de

ultra-violeta préxima de ndo menos que 200 watt.horas/m?(ANVISA, 2012a).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Vagens de D. gardneriana Tul., Leguminosae, foram coletadas entre
Junho e Julho de 2010 na cidade de Crato, estado do Ceara, Brasil. O material foi
identificado pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva do Departamento de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Regional do Cariri. Exsicatas da espécie,
registradas sob n° 18639, foram depositadas no Herbario Caririense Dardano de

Andrade Lima (HCDAL) na mesma instituicao.

4.2 Preparagdo do extrato

O material vegetal foi submetido a um processo de secagem a
temperatura ambiente. A casca e as sementes foram entdo removidas. A entrecasca
foi separada e triturada. Foram pesados 1000 gramas do po e procedeu-se a
extracdo com 2 L de metanol, a temperatura ambiente, durante 72 h. Em seguida, o
liguido foi filtrado e concentrado utilizando um evaporador rotativo sob presséo
reduzida para se obter 18 g de extrato bruto, rendimento de 1,8% (Fluxograma 1, p.
47).



47

Fluxograma 1 - Representacdo esquematica simplificada da metodologia de

obtencéo do extrato bruto de D. gardneriana.

‘ Coleta ‘
Identificacao | . Secagem a temperatura
botanica ambiente

Herbario Caririense Dardano |
de Andrade-Lima, n° 18639, | |

| Remocgéo de casca | Entrecasca triturada
e pesada

e sementes

{ Extragdo com Metanol

0

| . ’ Concentracdo do extrato em ‘

Extrato bruto

(Rendimento 18 g = 1,8%) rotaevaporador

4.3 Substancias Quimicas de Referéncia

As substancias rutina, quercetina e isoquercetina (Sigma, St. Louis, MO,
USA) de alto grau de pureza (pureza>98.0%) foram utilizadas como padrbes

externos nas andlises por CLAE.

4.4  Solventes e reagentes

Todos os reagentes e solventes foram grau HPLC (Tedia, Fairfield, OH,
EUA), exceto o acido fosférico (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e o fosfato de sodio
dibasico (Caledon, Georgetown, Ont., Canadéd). Agua ultra-pura foi obtida através do
equipamento Milli-Q Gradient® (Millipore, Bedford, MA, EUA), utilizando-se uma

agua com condutividade menor que 0,60 uS/cm em todas as analises.
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4.5 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

4.5.1 Selecao de condi¢cbes cromatograficas

Apds cuidadosas buscas de artigos e literaturas que tivessem trabalhado
com um ou mais flavonoides objetos do presente estudo e de ensaios preliminares
com diferentes solventes, fases moveis e estacionarias, foram definidas as
condi¢cBes cromatograficas apresentadas adiante.

As analises foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade da
Farmace Industria Quimico-Farmacéutica Cearense Ltda., utilizando um sistema de
HPLC (Shimadzu, Japao) (Figura 7, p. 49) constituido por uma bomba binéaria
(Modelo LC-10 ADvp), um detector com comprimento de onda UV/VIS variavel
(Modelo SPD 10 AVP), uma valvula de injecdo manual (Rheodyne ®, EUA) com um
loop de 20 uL, e um desgaseificador (DGU 14A). A coleta de dados e analises foram
realizadas utilizando o software Shimadzu CLASS-VP™. Um gradiente de eluicéo foi
realizada numa coluna Hypersil Thermo Scientific C15 (250 mm x 4,0 mm) (Thermo
Scientific, EUA), com tamanho da particula de 5um. A fase movel consistiu de duas
solugcbes diferentes, uma solucdo A e uma solucdo de B. Ambas as solugbes
continham tetrahidrofurano (THF) e tampéo de fosfato de soédio dibasico (15,6g/L)
ajustado para pH 3,0 com acido fosférico, em que a propor¢cao de THF e tampé&o na
solucéo A foi 5:95 e 40:60 na solucao B.

Todas as solucbes foram desgaseificadas e filtradas através de
membrana filtrante de 0,45um de poro (Millipore, Bedford, EUA). As separacdes
foram realizadas através de um programa de gradiente de eluicdo da seguinte
forma: de 0 a 10 min, a solucdo B seguindo uma mudanca linear de 50% a 100%, a
partir de 10 a 15 min, isocratica com 100% de B; 15-16 min, com a solucdo B
alterando linearmente de 100% a 50% e de 16 a 20 min, isocratica com 50% de B
(Tabela 1, p. 49). Utilizou-se fluxo da fase mével de 0,8 mL/min e volume de injecdo
de 20 pL. Realizou-se a deteccao por UV no comprimento de onda de 356 nm.
Usando estas condi¢cdes cromatogréaficas, pdde-se confirmar o tempo de retencéo de
rutina, quercetina e isoquercetina pela injecdo de cada padrao separadamente.
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Figura 7 — Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Japé&o), utilizado para
determinacdo quantitativa dos flavondides rutina, quercetina e isoquercetina no

extrato metandlico de Dimorphandra gardneriana.

(Fonte: do Autor)

Tabela 1 — Programa de gradiente de eluicdo utilizado para promover a separacao
dos trés flavonodides (RUT, ISO e QUE)

0 — 10 minutos 50% > 0% 50% —> 100%
10 — 15 minutos 0% 100%
15 — 16 minutos 0% > 50% 100% - 50%
16 — 20 minutos 50% 50%

4.5.2 Preparo do padrao

Quantidades, exatamente pesadas, dos padrées de referéncia (rutina -
RUT, quercetina - QUE; isoquercetina - ISO) foram misturadas e dissolvidas em
metanol em baldo volumétrico de 1000 mL, a fim de obter uma solucdo estoque.
Esta solucdo resultou nas seguintes concentracdes dos trés compostos: 1000 ug /
mL (RUT), 166,7 ug / mL (ISO) e 13,4 ug / mL (QUE). Os padrdes de trabalho foram
preparados por diluicdo gradual da solucdo estoque com a solugéo A de fase movel

(Fluxograma 2, p. 51).
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4.5.3 Preparo da amostra

No presente estudo, 100 mg do extrato bruto foram dissolvidos
volumetricamente em 100 mL de metanol. Essa solucdo foi submetida a sonicacéo,
a fim de acelerar o processo de dissolucdo das particulas. Depois, 2 mL desta
solucdo foram transferidas, com auxilio de pipeta volumétrica, para um baldo
volumétrico de 100 mL e diluidos para o volume com a solucédo A. Obteve-se uma

concentracéo final de 0,02 mg/mL de extrato de D. gardneriana (EDG).
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Fluxograma 2 — Metodologia de preparo das solugbes padrdes, contendo rutina,

isoquercetina e quercetina,
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4.5.4 Método de Validagéo

Na validacdo do método analitico utilizado para quantificacdo de rutina,
quercetina e isoquercertina no extrato metandlico de D. gardneriana, determinou-se
0S seguintes parametros: especificidade, linearidade, sensibilidade, exatidao,
precisdo e robustez. Os dados foram submetidos & analise estatistica utilizando o
GraphPadPrism5® and EXCEL® software para obtencdo dos parametros de desvio

padréo relativo e coeficientes de correlacéo.

4.5.4.1 Especificidade

A especificidade € a capacidade do método distinguir o analito de outros
componentes na amostra. Especificidade de um método de HPLC é demonstrado
pela separacdo do analito de outros potencias componentes, tais como impurezas,
produtos de degradacéo, ou excipientes (DONG, 2006). Neste estudo, demonstrou-
se a especificidade pela injecdo de uma amostra do branco, onde 2 mL de metanol
HPLC foram transferidos volumetricamente para um baldo volumétrico e diluidos
para 100 mL com solucdo A. Além disso, determinou-se os pratos tedricos, a
assimetria e a resolucao entre os picos dos principais flavondides que poderiam ser
encontrados no extrato metandlico de D. gardneriana, através de analises das
solucbes padrdo e amostra. Esses parametros foram calculados pelo software
Shimadzu CLASS-VP™ versao 6.12 SP2.

45.4.2 Linearidade

A linearidade entre a area do pico e a concentracdo foi determinada
utilizando trés curvas de calibracdo obtidas com solu¢des padrdes a cinco niveis de
concentracdo de cada padrdo de rutina, quercetina e isoquercetina. As
concentracbes dos trés compostos na solugdo considerada como 100% foram 15
Mg/mL(RUT), 2,5 pg/mL (ISO) e 0,2 pg/mL (QUE). Utilizou-se também as
concentracdes de 80%, 90%, 110% e 120% (Fluxograma 2, p. 51) (Anvisa, 2003).
Os dados de area do pico versus concentracdo da substancia foram tratados por

analise de regressao linear.
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4.5.4.3 Sensibilidade

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram
determinados das curvas de calibracdo dos padrdes de RUT, QUE e 1SO. Calculou-
se LOD e LOQ, empregando-se as formulas abaixo, em que DP é o desvio padréo
da resposta e IC é a inclinacao da curva de calibracdo (ANVISA, 2003).

LOD=DP x 3 LOQ =DP x 10
IC IC

4.5.4.4 Exatidao

Avaliou-se a exatiddo pela média dos valores de recuperacao
encontrados, através da adicdo de concentracfes conhecidas de padrdo de rutina e
isoquercetina a trés niveis de concentracdo (10%, 20% e 30%) da concentragcao
inicial da amostra. Para avaliagdo da recuperagdo de quercetina adicionou-se
padrdo a amostra de forma que a concentracdo final tebrica atingisse,
respectivamente, 0,220 ug/mL, 0,240 pg/mL e 0,260 pg/mL deste composto. Cada
solucédo foi injetada em triplicata. Calculou-se a média das recuperacfes pela

seguinte férmula:

Recuperacéo (%) = (concentracdo encontrada — concentracdo original) x 100

concentracdo adicionada

4.5.45 Precisao

A precisdo do método foi investigada em relacdo a repetibilidade (intra-
corrida) e precisao intermediaria (inter-corrida) pela determinagéo da solucéo padrao
a 100%. Para executar a precisao intra-corrida do método, a amostra foi injetada 6
vezes em uma sequéncia de corrida e a preciséo inter-corrida determinada pela

injecdo da amostra em diferentes dias (6 injecdes por dia) e por outro analista.
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4.5.4.6 Robustez

A amostra foi analisada sob as condi¢cdes definidas neste estudo e
comparada a resposta do método diante das seguintes alteracdes: mudanca no
comprimento de onda de 356 nm para 358 nm, utilizacdo de coluna cromatogréafica
de fabricante diferente (Phenomenex® - Luna Cig. 250 mm x 4,0 mm, tamanho da

particula 5 um) e variacdo no pH da fase movel de 3,0 para 3,1.

4.6 Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato metandlico da entrecasca das vagens
de D. gardneriana foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro por
sequestro do radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (MENSOR et
al., 2001). A elevada habilidade de uma amostra em retirar o radical livre estavel
DPPH esta relacionado a atividade antioxidante da mesma (DUARTE-ALMEIDA,
2007).

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas adicionando-
se 1 mL da solugdo de DPPH (60 pM) em 2,5 mL de solu¢des dos extratos que,
diluidos em metanol, estavam nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/mL
do extrato bruto de D. gardneriana, em triplicata (Fluxograma 3, p. 55).

A solucdo de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a atividade
antioxidante de uma amostra pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento
da solucdo de DPPH, ao final do qual a mesma torna-se amarelada (NUNE et al.,
2008). Apdés o tempo de reacdo, sem luminosidade de 30 min das amostras
preparadas, obteve-se as absorbancias com auxilio de Espectrofotbmetro de
Ultravioleta UV-Vis ajustado no comprimento de onda de 531 nm.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados
obtidos, calculou-se a diferenca de absorbancia entre as amostras e o controle
negativo, sendo as atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por regressao
linear, para cada fase, obtendo-se, assim, a concentracdo das amostras que
promovesse a diminui¢do para 50% da concentracao inicial de DPPH, definida como
Concentracao Efetiva (CE 50) (MENSOR et al., 2001).

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de metanol a 2,5

mL das concentra¢cdes dos extratos. Como controle negativo, utilizou-se a mistura de
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1 mL da solugéo de DPPH com 2,5 mL de metanol e como controle positivo, 2,5 mL
de solu¢Bes metandlicas de BHT nas concentracbes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250
pMg/mL e 1 mL da solugdo de DPPH.

A atividade antioxidante (AA) das amostras por sequestro do DPPH foi

expressa em porcentagem, de acordo com a seguinte férmula:

AA% =100 — \J; (Absorbanciaamoestra— Absorbanciapranco) X 100]

Absorbanciacontrole negativo

Fluxograma 3 — Representacdo esquematica simplificada do procedimento analitico
para avaliacdo da atividade antioxidante de extrato metandlico de D. gardneriana,

empregando o método do DPPH.

Concentragées dos extratos metanélicos
(5,10, 25, 50, 125 e 250 pg/mL)

Solucao de DPPH
(60 uM)

v

Amostras para o ensaio
(1 mL de DPPH + 2,5 mL das concentragées)

Positivo, Negativo e Branco &
(Controles) Leitura apés 30 minutos

v

Espectrofotometro UV-Vis (A 531 nm)
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4.7 Doseamento de rutina em dois fitoterapicos

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do método validado, os
fitoterapicos (Venoruton® e Venocur Triplex®) foram analisados por CLAE, pela
utilizacdo das mesmas condi¢des cromatograficas definidas neste estudo, utilizando-
se a solucéo padréo a 100%, com concentracao final de rutina em 15 pg/mL.

O Venoruton®, em capsula com 300 mg de rutina, teve seu contéudo
dissolvido em metanol e transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de
500 mL. Ao final desse processo, completou-se para o volume do recipiente com o
mesmo solvente. Em seguida, pipetou-se 5 mL desta solugdo para um baldo
volumétrico de 200 mL e diluiu-se com a solucéo A da fase moével, a fim de obtermos
uma solucéo com concentracéo final tedrica de rutina em 15 pg/mL.

O Venocur Triplex®, cuja forma farmacéutica € dragea, foi triturado,
dissolvido em metanol e transferido para baldo volumétrico de 500 mL, completado
para o volume do recipiente com o mesmo solvente. A fim de acelerar o processo de
dissolucdo das particulas, a solucdo foi submetida a banho ultrassbnico por 5
minutos e apods este procedimento, 5mL da solucao foram transferidos, com auxilio
de pipeta volumétrica, para baldo volumétrico de 200 mL e diluidos em solucdo A. A
concentracéo final tedrica de rutina na solucdo, que partiu da dragea de 300 mg, €
de 15 pg/mL.

4.8 Estudo de fotoestabilidade do extrato metandlico de D. gardneriana

Preparou-se a amostra conforme subitem 4.5.3 e realizou-se a divisdo em
trés grupos (Fluxograma 4, p. 57), sendo o primeiro utilizado como controle, ou seja,
nao exposto a qualquer condicdo de estresse, 0 segundo protegido com papel
aluminio e exposto a camara de fotoestabilidade e o ultimo grupo também submetido
a exposicdo da camara UV, mas sem qualquer protecéo.

As amostras foram expostas a camara de fotoestabilidade (Figura 8, p.
57), marca Zem, que apresenta as seguintes dimensfes: 156 x 47,5 x 34 cm
(comprimento, altura e profundidade). Para determinacdo da intensidade da luz,
empregou-se um luximetro Minipa®. Este estudo foi realizado no laboratério de
Controle de Qualidade da Farmace Industria Quimico-Farmacéutica Cearense Ltda.

A exposicdo ocorreu por um periodo de 54 horas, tempo definido pela
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razdo entre a quantidade de exposicdo preconizada pelo 6rgdo de vigilancia
sanitaria nacional (1,2 milhdes de lux.hora) e a intensidade da luz, medidas em lux,
com o auxilio de luximetro calibrado (ANVISA, 2012a).

Apoés o tempo de exposicdo das amostras, as mesmas foram submetidas
a andlises frente ao padrdo 100 % (RUT — 15 pg/mL; ISO - 2,5 pg/mL; QUE - 0,2
pug/mL), conforme condi¢cdes cromatograficas definidas no presente estudo.

Fluxograma 4— Representacdo esquematica simplificada da metodologia realizada

para o estudo de fotoestabilidade.

Extrato Bruto(100 mg)
Metanol q.s.p 100 mL
2mL
Solucéo A (Fase Movel) g.s.p 100 mL
Amostra (20 pg/mL)

Nao-exposto Protegido Exposto
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Figura 8 — Camara de Fotoestabilidade Zem®, utilizada para exposicdo das
amostras de D. gardneriana na realizacéo dos estudos de fotoestabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e validacdo de método por CLAE

5.1.1 Adequabilidade do sistema cromatografico e Especificidade

O meétodo por CLAE conduzido neste estudo objetivou o desenvolvimento
de um sistema cromatografico capaz de eluir e apresentar boa resolucdo na
separacdo dos flavondides de interesse presentes no extrato bruto de D.
gardneriana.

As investigacGes preliminares foram direcionadas avaliando o efeito de
diversos fatores no sistema, como comprimento de onda de deteccao,
caracteristicas da coluna cromatografica e composicdo da fase mével. Para
determinacdo do comprimento de onda, realizou-se uma varredura com padrao de
rutina em espectrofotdbmetro UV-Vis entre 220 e 360 nm, verificando-se maximo de
absorcdo em 254 nm e 356 nm. Posteriormente, procederam-se testes preliminares
em CLAE com padrdo (RUT, QUE e ISO) e amostra do extrato. De posse dos
cromatogramas nas duas condi¢cdes, o comprimento de onda 356 nm resultou em
melhor perfil cromatogréafico, uma vez que no comprimento de 254 nm outros picos
foram evidenciados.

Na fase inicial, também definiu-se as concentra¢des dos trés flavonoides
na solugdo padrdo, de forma que as concentragbes dos mesmos estivessem
proximas a valores estimados para amostra. Para quercetina, excepcionalmente, sua
concentracdo foi reduzida até a nivel em que os parametros de validacdo nao
fossem comprometidos e possibilitasse sua quantificacao.

Os parametros de conformidade do sistema para métodos analiticos por
CLAE e os limites recomendados séo fator de cauda ou assimetria menor igual a 2,0
e numero de pratos tedricos, geralmente, > 2000 por coluna (FDA, 2000; SNYDER
et al., 1997).

A adequabilidade do sistema ficou comprovada através da analise dos
parametros acima, que apresentou valor meédio de 11267 pratos tedricos para rutina,
17787 para isoquercetina e 53827 pratos tedricos para quercetina, valor este obtido
somente pela corrida do padrdo. Os fatores caudais (assimetria) para os trés

compostos apresentaram valores entre 1,2 e 1,35, ou seja, dentro dos limites
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especificados na literatura citada no pardgrafo anterior. Além disso, o tempo de
corrida de 20 minutos é favoravel para agilidade da analise. Os valores para 0s
parametros avaliados foram calculados automaticamente pelo software do
cromatografo.

Apés definicAo e verificacdo das condicbes cromatogréficas, a
metodologia foi validada.

A especificidade pode ser observada no cromatograma apresentado na
Figura 9 (p. 61), na qual ndo héa pico referente a substancia analisada. Dessa forma,
o solvente e/ou fase moével ndo apresentam interferéncia nos constituintes do
extrato, sendo especifico para determinacdo de rutina, quercetina e isoquercetina
nas condicfes estudadas. Além disso, a resolucdo observada entre os picos foi
maior que 5,00 para os compostos RUT e ISO e maior que 29,00 para RUT e QUE,
conforme resultados obtidos com a injecéo do padrao e da amostra (Figura 10 e 11,
p. 62) .

Figura 9 — Cromatograma do ensaio da especificidade com a inje¢cdo de um branco
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Figura 10 — Cromatograma do ensaio da especificidade com a injecao do padréao
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Figura 11 — Cromatograma do ensaio da especificidade com a injecdo da amostra
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5.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela construcdo de curvas de
calibracdo dos padrdes de rutina (intervalo de 12,00 a 18,00 ug/mL), isoquercetina (2
a 3 ug/mL) e quercetina (0,16 a 0,24 ug/mL) que correspondem a faixa de 80 a
120% da concentracao de trabalho.

Nas Tabelas 2, 3 e 4 (p. 63 e 64) estdo apresentados os valores de
concentracdo, suas respectivas areas e os fatores de resposta para avaliacdo da

linearidade.

Tabela 2 — Resultados obtidos no ensaio da linearidade para o flavondide rutina e os

valores de coeficiente de correlacao (r) e desvio padréo relativo (DPR)

% Concentracao (ug/mL) Area FR
80 12,00 381430,33 31785,86
90 13,50 423611,67 31378,64
100 15,00 471575,67 31438,38
110 16,50 526485,33 31908,20
120 18,00 578356,67 32019,81
Critério de Aceitacao Resultado
R > 0,99 0,9990
DPR <5,0% 0,8984

Tabela 3- Resultados obtidos no ensaio da linearidade para o flavondide

isoquercetina e os valores de coeficiente de correlacédo (r) e desvio padréo relativo

(DPR)
% Concentracao (pug/mL) Area FR

80 2,00 114464,00 57232,00
90 2,25 127987,67 56883,41
100 2,50 141333,67 56533,47
110 2,75 157820,67 57389,33
120 3,00 172865,00 57621,67

Critério de Aceitacéo Resultado

r > 0,99 0,9991

DPR <5,0% 0,7508
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Tabela 4 — Resultados obtidos no ensaio da linearidade para o flavondide quercetina

e os valores de coeficiente de correlacdo (r) e desvio padréo relativo (DPR)

% Concentracao (ug/mL) Area FR

80 0,16 17824,00 111400,00
90 0,18 20004,00 111133,33
100 0,20 22431,67 112158,33
110 0,22 24704,33 112292,42
120 0,24 26730,67 111377,78

Critério de Aceitagao Resultado

r > 0,99 0,9996

DPR <5,0% 0,4636

O Fator de relacdo (FR) expressa a relagédo existente entre os resultados
obtidos e a concentracdo, pela razdo entre 0s mesmos. Em uma curva analitica, os
FR devem ser semelhantes entre si e proximos do valor da inclinacdo da reta.
Calcularam-se os FR e o DPR entre eles. Recomenda-se que o DPR seja inferior a
5% (AEFI, 2001).

Nas Figuras 12, 13 e 14 (p. 65 e 66) estdo representadas as curvas
analiticas de RUT, ISO e QUE por CLAE e a equacdo da reta, calculados por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados.
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Figura 12 — Curva de calibracdo construida a partir dos resultados do ensaio de
linearidade do flavonéide rutina
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Figura 13 — Curva de calibracdo construida a partir dos resultados do ensaio de
linearidade do flavonéide isoquercetina
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Figura 14 — Curva de calibracdo construida a partir dos resultados do ensaio de
linearidade do flavonéide quercetina
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O coeficiente de correlagdo revelou ser superior a 0,99 para todos 0s
padrdes, indicando correlagéo linear entre suas concentracdes e as areas nas faixas

80 a 120% da concentragéo de trabalho.

5.1.3 Sensibilidade

O LOD, definido como a menor concentracdo absoluta do analito em uma
amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado sob as
condi¢cdes deste estudo, foi 0,914 pg/mL para rutina, 0,129 pug/mL para isoquercetina
e 0,014 pg/mL para quercetina.

O LOQ, definido como a menor concentragdo de analito que pode ser
guantificado e determinado com aceitavel precisdo e exatidao, resultou 3,045 pug/mL
para rutina, 0,429 ug/mL para isoquercetina e 0,048 pug/mL para quercetina.
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5.1.4 Recuperacao

A exatiddo foi estimaada pela analise da amostra de concentracao
conhecida, comparando o valor medido com o valor real e utilizando o método de
adicao de padrao.

Os resultados de exatiddo evidenciaram uma concordancia entre 0s
resultados encontrados na andlise do extrato metandlico, comprovando que o
meétodo é exato. O percentual recuperado pode ser visualizado nas Tabelas 5, 6 e 7
(p. 68-70).

O valor de porcentagem de recuperacgéo para rutina foi de 101,87%, para
isoquercetina 100,38% e para quercetina 101,61% e os desvios padrdes relativos
foram 1,33%, 0,35% e 1,13%, respectivamente. Portanto, os valores médios de
recuperacdo estao entre os 98% e 102% recomendados pela legislagdo brasileira
vigente de validagdo de métodos e os valores de DPR abaixo de 2,0%.

Apesar dos resultados estarem dentro das especificacdes recomendadas,
os valores de recuperacdo maiores que 100 % poderiam estar relacionados a erros
analiticos ou a efeitos da matriz, valendo ressaltar que foi utilizada a mesma coluna

cromatografica para execucao de todos os ensaios.



68

Tabela 5 - Resultados obtidos no ensaio de exatiddo para o flavondide rutina e os
valores médios de recuperacao e DPR

Conc. Conc. Resultado Concentragdo Concentracédo  Meédia
o (Ug/mL) Encontrado(%) Recuperada(%) Recup. (ug/mL) Recup.(%) DPR

110% 16,5 110,77 100,70 16,62
110% 16,5 112,81 102,56 16,92 102,21 1,33
110% 16,5 113,70 103,36 17,05
120% 18 120,63 100,52 18,09
120% 18 123,46 102,88 18,52 102,30 1,54
120% 18 124,20 103,50 18,63
130% 19,5 129,74 99,80 19,46
130% 19,5 132,24 101,73 19,84 101,09 1,11
130% 19,5 132,28 101,75 19,84

Médias 101,87 1,33
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Tabela 6 - Resultados obtidos no ensaio de exatidao para o flavonoide isoquercetina

e os valores médios de recuperacdo e DPR

Conc‘ COI‘]C.

Resultado

Concentracdo Concentracao

Média

o (ug/mL) Encontrado (%) Recuperada(%) Recup. (ug/mL) Recup.(%) DPR

92% 2,3 92,13 100,14 2,303

92% 2,3 92,55 100,59 2,314 100,52 0,35
92% 2,3 92,76 100,82 2,319
102% 2,55 101,89 99,89 2,547
102% 2,55 101,77 99,77 2,544 100,07 0,42
102% 2,55 102,57 100,56 2,564
112% 2,8 112,99 100,88 2,825
112% 2,8 112,55 100,49 2,814 100,56 0,29
112% 2,8 112,34 100,31 2,809

Médias 100,38 0,35
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Tabela 7 - Resultados obtidos no ensaio de exatiddo para o flavonoide quercetina e

os valores médios de recuperacdo e DPR

Conc.
%

Conc.

Resultado

Concentracdo Concentracao

Média

(Mg/mL) Encontrado(%) Recuperada(%)Recup. (ug/mL)Recup.(%) PPR

110% 0,22 113,43 103,12 0,227
110% 0,22 110,06 100,06 0,220 102,08 1,71
110% 0,22 113,36 103,05 0,227
120% 0,24 122,68 102,23 0,245
120% 0,24 121,34 101,12 0,243 101,45 0,67
120% 0,24 121,20 101,00 0,242
130% 0,26 130,20 100,15 0,260
130% 0,26 132,29 101,76 0,265 101,30 0,99
130% 0,26 132,59 101,99 0,265

Médias 101,61 1,13
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5.1.5 Precisao

A precisdo do meétodo foi determinada em dois dias consecutivos de
analise por analistas diferentes, porém com o mesmo equipamento, obtendo-se os
valores de repetibilidade (intra-corrida) e precisdo intermediaria (inter-corridas). Os
valores dos teores de rutina, quercetina e isoquercetina e os valores de DPR para

avaliar as precisdes estao representados nas Tabelas 8, 9 e 10 (p. 72-74).
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Tabela 8 - Resultados obtidos no ensaio de precisdo para o flavondide rutina e os

valores DPR (intra-corrida e inter-corrida)

12 corrida (Analista A)

Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 15,00 474089,00 31605,93
2 15,00 478589,00 31905,93
3 15,00 479157,00 31943,80
4 15,00 479004,00 31933,60
5 15,00 483854,00 32256,93
6 15,00 486366,00 32424,40
Repetibilidade 12 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacéo Resultado Obtido
DPR 1 <5,0% 0,902
22 corrida (Analista B)
Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 15,00 503279,00 33551,93
2 15,00 509878,00 33991,87
3 15,00 516742,00 34449,47
4 15,00 519603,00 34640,20
5 15,00 520065,00 34671,00
6 15,00 511254,00 34083,60
Repetibilidade 22 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacao Resultado Obtido
DPR 2 <5,0% 1,273
Precisdo Intermediaria (Inter-corrida)
DPR (n=12)

3,658
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Tabela 9 - Resultados obtidos no ensaio de precisdo para o flavonéide isoquercetina

e os valores DPR (intra-corrida e inter-corrida)

12 corrida (Analista A)

Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 2,50 142381,00 56952,40
2 2,50 143942,00 57576,80
3 2,50 143052,00 57220,80
4 2,50 144411,00 57764,40
5 2,50 144431,00 57772,40
6 2,50 145629,00 58251,60
Repetibilidade 12 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacéo Resultado Obtido
DPR 1 <5,0% 0,794
22 corrida (Analista B)
Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 2,50 152720,00 61088,00
2 2,50 149891,00 59956,40
3 2,50 155370,00 62148,00
4 2,50 154935,00 61974,00
5 2,50 153440,00 61376,00
6 2,50 149925,00 59970,00
Repetibilidade 22 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacao Resultado Obtido
DPR 2 <5,0% 1,557
Precisdo Intermediaria (Inter-corrida)
DPR (n=12)

3,302
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Tabela 10 - Resultados obtidos no ensaio de precisédo para o flavondide quercetina e

os valores DPR (intra-corrida e inter-corrida)

12 corrida (Analista A)

Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 0,20 22898,00 114490,00
2 0,20 22598,00 112990,00
3 0,20 22406,00 112030,00
4 0,20 21745,00 108725,00
5 0,20 22914,00 114570,00
6 0,20 23086,00 115430,00
Repetibilidade 12 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacao Resultado Obtido
DPR 1 <5,0% 2,160
22 corrida (Analista B)
Amostra Concentracao (ug/mL) Area FR
1 0,20 24365,00 121825,00
2 0,20 24675,00 123375,00
3 0,20 24324,00 121620,00
4 0,20 24267,00 121335,00
5 0,20 24187,00 120935,00
6 0,20 24599,00 122995,00
Repetibilidade 22 Corrida (Intra-corrida)
Critério de Aceitacéo Resultado Obtido
DPR 2 <5,0% 0,789
Precisdo Intermediaria (Inter-corrida)
DPR (n=12)

4,263
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O ensaio de precisdo intra-corrida de seis réplicas auténticas na
concentragdo 100% de RUT, ISO e QUE, apresentou como resultado na 12 corrida
os desvios padrao relativos de 0,902, 0,794 e 2,160 para cada um dos compostos
respectivamente e DPR de 1,273, 1,557, 0,789 para 22 corrida, atendendo as
exigéncias normativas (ANVISA, 2003). O aumento do DPR entre a 12 corrida e 22
corrida pode ser explicada pelo efeito do analista, ou seja, a forma como a amostra
foi injetada, uma vez que eles utilizaram a mesma amostra.

Os valores de desvio padréo relativo para a precisao inter-corrida (n=12)
foi de 3,658 para rutina, 3,302 para isoquercetina e 4,263 para quercetina, valores
inferiores ao limite estabelecido pela legislacdo brasileira vigente de validacdo de
método, cujo DPR deve ser menor que 5,0% (ANVISA, 2003).

5.1.6 Robustez

A variacdo dos parametros de pH da fase movel, a utilizacdo de diferentes
fabricantes de coluna cromatografica e a mudanca no comprimento de onda nédo
alteraram, de forma significativa, as concentra¢cdes encontradas na amostra do
extrato metandlico de D. gardneriana. Os resultados do teor de rutina e isoquercetina
que demonstram a robustez do método encontrados em cada condicdo testada
estdo representados na Tabela 11 (p. 76).

Com relacao a utilizacdo de diferentes fabricantes de coluna e pH da fase
movel, nenhuma alteracéo foi observada na area e tempo de retencéo referente aos
flavonoides analisados. Embora com a variacdo do comprimento de onda tenha se
observado um discreto aumento na area do pico em relacdo ao obtido com as
condicbes cromatograficas estabelecidas na validacdo da metodologia analitica

deste estudo, ndo houve alteracédo significativa nos valores de teor da amostra.
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Tabela 11 — Resultados do ensaio de robustez, com varia¢cdes do pH da fase movel,

do comprimento de onda de absorgéo e dos fabricantes de coluna.

Tempo de Teor (%) Média
Condigdes Avaliadas Descrigao Retencéo Teor DPR
(min) (%)
6,8 (RUT) 100,15 (RUT)
3,0* 8,2 (ISO 82,29 (ISO
(150) 159) 100,195 0,06
15,6 (QUE) 0,0 (QUE) (RUT)  (RUT)
pH da fase mével 82,165 0215
6,8 (RUT) 100,24 (RUT) ’ ;
3,1 (ISO)  (1s0)
8,2 (ISO) 82,04 (ISO)
15,5 (QUE) 0,0 (QUE)
6,8 (RUT) 100,15 (RUT)
356 nm 8,2 (ISO 82,29 (ISO
(150) (159) 100,270 0,17
15,6 (QUE) 0,0 (QUE) (RUT)  (RUT)
Comprimento de Onda 82,080 036
6,7 (RUT)  100,39(RUT) ’ ’
(ISO)  (1s0)
358 nm 8,1 (ISO) 81,87 (ISO)
15,4 (QUE) 0,0 (QUE)
Thermo 6,8 (RUT) 100,15 (RUT)
Scientific 8,2 (1SO) 82,29 (ISO) c006s 026
Diferentes Fabricantes 15,6 (QUE) 0,0 (QUE) (RUT) R’UT
de coluna (RUT)
82,595 52
6,7 (RUT) 99,78 (RUT) (150) '
Phenomenex 8,1 (1ISO) 82,90 (I1SO) (1S0)
15,5 (QUE) 0,0 (QUE)
100,143 0,16
(RUT) (RUT)
Média Geral 82,280 0,34
(1SO)  (I1sO)
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5.2 Quantificacao de flavondides no extrato metandlico de D. gardneriana

Os resultados para quantificacdo de flavondides na amostra foram de
15,02 pg/mL de rutina (aproximadamente 100% em relacdo ao padrdo utilizado) e
2,06 pg/mL de isoquercetina (cerca de 82% da solucdo utilizada como referéncia).
Esses valores representam, respectivamente, 75,1 % e 10,3 % de cada composto
contido no extrato bruto metanolico de D. gardneriana. A quercetina nao foi
encontrada em niveis de concentracdes possiveis de serem medidos, ou seja,
conforme valores obtidos para limite de quantificacdo. Destacando que este é o
primeiro relato de quantificacdo desses flavondides em extratos brutos de D.

gardneriana.

5.3 Determinacdo da atividade antioxidante

Na analise da atividade antioxidante (AA%) comparou-se os resultados
obtidos do extrato metandlico das vagens de D. gardneriana com a CEsp do controle
positivo de BHT, que foi 40,66+1,75 pug/mL, devido ao fato do BHT ser bastante
utilizado como parametro para a atividade antioxidante (MENSOR et al., 2001).

Os resultados expressos na Tabela 12 (p. 78) mostram que o extrato
metandlico das vagens da espécie apresentou atividade sequestradora de radical
livre com CEsp 15,11+1,62 pug/mL, ou seja, atividade antioxidante mais eficiente que
a do BHT.

Hsu et al. (2012), compararam a atividade antioxidante de treze
compostos fendlicos isolados de frutos de Caesalpinia pulcherrima (Familia
Leguminosae), também utilizando como padrdo de antioxidante o BHT. Neste
estudo, os resultados da atividade antioxidante dos compostos fendlicos isolados
foram menores quando comparado ao padrdo utilizado e com valores de CEsg
préximos ao obtido com o extrato de D. gardneriana.

A atividade antioxidante observada para o extrato metandlico de D.
gardneriana possivelmente estd associada a presenca de compostos fendlicos,
especialmente flavondides (SAKIHAMA et al., 2002; VAYA et al., 2003). A
propriedade antioxidante de compostos fendlicos tem sido documentada em uma
série de plantas (BHAKTA e GANJEWALA, 2009).
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Tabela 12 — Valores da atividade antioxidante in vitro do extrato metandlico das
entrecascas dos frutos de D. gardneriana utilizando o BHT como controle positivo e
a técnica do DPPH.

Atividade Antioxidante (%)

Concentracao (ug/mL)

EDG BHT
5 81,38+0,34 3,72+0,10
10 85,19+0,44 12,13+0,15
25 89,71+0,46 33,27+0,24
50 91,58+0,46 64,60+0,35
125 92,12+0,11 85,95+0,42
250 93,71+0,10 90,2+0,42
CEso 15,11+1,62 40,66+1,75

CEso— Concentracao efetiva para se obter 50% de atividade antioxidante
EDG - Extrato metandlico de Dimorphandra gardneriana
BHT — 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol

5.4 Quantificacdo de rutina em fitoterapicos

Aplicando-se a metodologia definida neste estudo, a analise de
fitoterdpicos contendo rutina proveniente de dois fabricantes diferentes na mesma
concentracdo foi possivel em apenas um dos fabricantes (fabricante B), que
apresentou um teor de 99,97% de rutina do valor rotulado, em conformidade ao
apresentado no laudo analitico enviado pelo fabricante do medicamento.

Para analise do medicamento, homeado como Fabricante A, obtivemos
um perfil cromatografico no qual ndo foi possivel a integragdo com o padrdo e a
resolucdo dos picos também néo foi adequada. O perfil cromatografico diferente
deve-se, provavelmente, a alguma substancia presente no medicamento que em
solucédo, possa estar reagindo com o ativo farmacéutico, no caso a rutina, e, assim,

impossibilitando a andlise através do método proposto nesta validacao.
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5.5. Determinacéo da fotoestabilidade do extrato metandlico de D. gardneriana

Os resultados expressos na Tabela 13 (p. 79) demonstram que os teores
de RUT e ISO das amostras ndo exposta, exposta e protegida ndo apresentaram
diferencas significativas, sugerindo assim que a condigcdo luminosidade n&o
submeteu o produto a uma queda de teor.

Através dos cromatogramas, pode ser observado que os picos referentes
aos flavondides rutina e isoquercetina permaneceram integros com a exposicao a
luz da camara de fotoestabilidade e que ndo houve variagéo significativa no tempo
de retengéo.

As variacfes encontradas podem ser inerentes a desvios analiticos, e ndo
a uma possivel instabilidade da amostra. Podendo ser concluido que o extrato
metanolico de D. gardneriana € estavel a exposicdo a luz, em relacdo aos

flavonoides analisados, seja a condicdo de luminosidade visivel ou radiacao UV.

Tabela 13 — Resultados do estudo de fotoestabilidade com amostras de D.

gardneriana, submetidas a diferentes condi¢des de luminosidade.

Amostras
N&o Exposta Protegida Exposta
Teor Rutina 100,237% 100,043% 100,773%
Teor Isoquercetina 82,681% 82,336% 82,899%
Variacdo entre a Ndo Exposta e a Exposta 0,536% (Rutina) e 0,218% (Isoquercetina)

Variacdo entre a Ndo Exposta e a Protegida 0,345% (Rutina) e 0,194% (Isoquercetina)
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6 CONCLUSOES

O método analitico por CLAE para quantificacdo de rutina, isoquercetina e
guercetina em extrato metandlico bruto de entrecasca de D. gardneriana foi
validado demonstrando especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez.

Todos os resultados obtidos nesta validagao estdo dentro das especificacdes
preconizadas pelo guia nacional de validacdo de metodo analitico (ANVISA,
2003).

A metodologia de quantificacdo destes flavondides, especialmente a rutina,
pode ser aplicada a um dos fitoterapicos disponiveis no mercado que contem
essa substancia.

A andlise do fitoterapico do fabricante B resultou na quantificacdo de rutina
em valores considerados satisfatérios de acordo com as especificacdes do
fabricante do medicamento.

As amostras utilizadas nos testes de validacdo do método ndo sofreram
alteracbes em suas concentracbes quando expostas a condicbes de
luminosidade, ou seja, elas ndo apresentam fotossensibilidade.

A atividade antioxidante do extrato metandlico de D. gardneriana apresentou
resultados tao eficientes, ou até melhores, que aqueles observados com o
padrao de BHT, cujo uso é consagrado como antioxidante.

O extrato metandlico bruto de D. gardneriana evidenciou como composto
majoritario a rutina, representando cerca de 75% do material, e também
apresentou significativa concentracao de isoquercetina, que representa cerca
de 10% do extrato. A quercetina ndo foi encontrada no extrato por nao
apresentar concentragéo capaz de ser quantificada por este método analitico.
A metodologia pode ser adequada para perceber possiveis desvios de
qgualidade em fitoterapicos contendo rutina, assim como observado com o
fabricante A.

Este trabalho ressalta a importancia do desenvolvimento e validagdo de
métodos de quantificacdo e de controle de qualidade de extratos vegetais e
fitomedicamentos. Além disso, pretende incentivar a realizacdo de mais

estudos nessa mesma linha de pesquisa, uma vez que o aproveitamento da
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rica biodiversidade brasileira implicard em grandes beneficios para sociedade,
seja no extrativismo como fonte de renda, seja no surgimento de fitoterapicos,

como novas possibilidades terapéuticas.
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ANEXOS



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Especificidade - Branco
Volume de injecdio : 20 pL.

Data de Aquisicao: 14/4/2012 05:01:10

Data de Impressdo: 16/4/2012 10:09:39
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢io da Amostra : D gardneriana Val. Met. Especificidade Padrao
Volume de injecio ; 20 pL

Data de Aquisicio: 14/4/2012 05:24:23

Data de Impressio: 16/4/2012 10:14:11
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RUT 6.650 471747 0.00 1.25 11730.78
ISO 8.042 141238 5.76 1.33 18352.49

QUE 15.425 23895 29.33 1.22 53827.62



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificaciio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Especificidade Amostra
Volume de injecio : 20 pL

Data de Aquisicao: 14/4/2012 05:44:56

Data de Impressiao: 16/4/2012 10:15:44
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacfio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Exatidao Padrao 1-2
Volume de inje¢io : 20 pL

Data de Aquisi¢ao: 15/4/2012 08:50:32

Data de Impressio: 16/4/2012 18:26:40

. Exzlidddo Padras 1-2

| O gar Exatidao Padrac 1-2 L
0.051 Retention Time ; 005
; Name
0.04 ‘ 0.04
. |
0.03- | 0.03
£ o] ! 0
S ] 2] L 2
0.02 | o 0.02
]
< i
w |
=
] o
0.01 & ~0.01
3
i
) k A .
0.00 v L - 0.00
] o
(=)
=
“w
-0.01 ==y T i v e mal v —frr—re—— T -0.01
0 2 4 8 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
Detector A (356nm)
Name Retention Time Area ESTD concentration
RUT 6.700 471683 100.000 CAL
1SO 8.092 141436 100.000 CAL

QUE 15.442 23776 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagfio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Exatidao Padrao 2-2
Volume de injegio : 20 pL

Data de Aquisicao: 15/4/2012 09:12:15

Data de Impressdo: 16/4/2012 18:29:50
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QUE 15.442 23845 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (10%) QUE (0.22) Amostra 1-3
Volume de inje¢do : 20 pL

Data de Aquisicao: 15/4/2012 09:37:49

Data de Impressio: 16/4/2012 18:32:05
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RUT 6.692 525280 110.771
1SO 8.092 131238 92.125

QUE 15.433 27008 113.429



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificaciio da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (10%) QUE (0.22) Amostra 2-3
Volume de injegio : 20 pL

Data de Aquisi¢ao: 15/4/2012 09:59:17

Data de Impressio: 16/4/2012 18:33:49
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (10%) QUE (0.22) Amostra 3-3

Volume de injegdo : 20 uL

Data de Aquisicao: 15/4/2012 10:20:06
Data de Impressio: 16/4/2012 18:34:53
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RUT 6.733 539153 113.697
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QUE 15.475 26991 113.358



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (20%) QUE (0.24) Amostra 1-3

Volume de inje¢do : 20 pL.

Data de Aquisiciio: 15/4/2012 10:41:54
Data de Impressdo: 16/4/2012 18:35:19

A{356nm)

ﬂ.ﬂsj —

e -0.08
Retention Time i
Name ;
0.05- 1 0.05
| t
0.04 - L 0.04
0.03 | ‘[ 0.03
2 ' o \ 2
s | @0 ; S
| 0 |
0.02 | g [ 0.02
! b ‘
u L
2 I
0.01 o ~0.01
S \
b
2]
i ! __-0.00
0.00 | J | __’1 \J
. T
] &
0.01- o F0.01
0 2 4 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
Detector A (356nm)
Name Retention Time Area ESTD concentration
RUT 6.725 572006 120.625
1SO 8.125 145148 101.890
QUE 15.467 29211 122.681



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢fio da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (20%) QUE (0.24) Amostra 2-3
Volume de injeciio : 20 pL

Data de Aquisicdo: 15/4/2012 11:03:00

Data de Impressao: 16/4/2012 18:35:54

QUE (0.24} Amoatra 2-3

| |
0.06 j\ =xatidac RUT £ 150 {26%] QUE (0.24} Amastrn 2-3 1 0.06
| |
* F
0.05 :'—o.ns
\
0.04 [ 0.04
|
[
] \
0.034 } .03
g 2 | 8
i b [
0.02- 2 Ho.0z
1 -] r
w |
3
0.01= =0.01
E_ \
©
0.00 - AN 000
=\l |
4 o]
1 o
| 3
-0.01 - & 0.01
o 2 4 8 8 10 12 14 16 B 2
Minutes
Detector A (356nm)
Name Retention Time Area ESTD concentration
RUT 6.733 585428 123.456
1SO 8.133 144970 101.765

QUE 15.475 28892 121.341



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (20%) QUE (0.24) Amostra 3-3
Volume de inje¢do : 20 pL

Data de Aquisicao: 15/4/2012 11:23:42

Data de Impressao: 16/4/2012 18:38:34
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RUT 6.742 588953 124.199
ISO 8.142 146113 102.567

QUE 15.483 28858 121.199



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificaciio da Ameostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (30%) QUE (0.26) Amostra 1-3

Volume de injecdo : 20 pL
Data de Aquisicao: 15/4/2012 11:44:44
Data de Impressio: 16/4/2012 18:39:04
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (30%) QUE (0.26) Amostra 2-3
Volume de injecdio : 20 L

Data de Aquisi¢ao: 15/4/2012 12:06:28

Data de Impressiao: 16/4/2012 18:40:11
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RUT 6.767 627097 132.243
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QUE 15.492 31499 132.290



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Exatidao RUT E ISO (30%) QUE (0.26) Amostra 3-3

Volume de injecio : 20 nL
Data de Aquisicao: 15/4/2012 12:29:29
Data de Impresséio: 16/4/2012 18:43:24
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 01° Dia Amostra 1-6
Volume de inje¢iio : 20 pL

Data de Aquisi¢ao: 15/4/2012 12:51:32

Data de Impressao: 16/4/2012 20:41:15
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢do da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisdo 01° Dia Amostra 2-6

Volume de injecdo : 20 pL.
Data de Aquisicdo: 15/4/2012 13:13:16
Data de Impressiao: 16/4/2012 20:43:12
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 01° Dia Amostra 3-6

Volume de inje¢do : 20 pLL
Data de Aquisigiio: 15/4/2012 13:34:47
Data de Impressdo: 16/4/2012 20:46:17
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 01° Dia Amostra 4-6

Volume de injec¢do : 20 pLL
Data de Aquisicdo: 15/4/2012 13:55:45
Data de Impressdo: 16/4/2012 20:47:34
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificag¢io da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 01° Dia Amostra 5-6
Volume de injecdo : 20 pL.

Data de Aquisicio: 15/4/2012 14:16:47

Data de Impressao: 16/4/2012 20:48:58
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 01° Dia Amostra 6-6
Volume de inje¢ao : 20 pL

Data de Aquisi¢do: 15/4/2012 14:38:14

Data de Impressao: 16/4/2012 20:52:12
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 02° Dia Amostra 1-6

Volume de injecdio : 20 pL
Data de Aquisicio: 16/4/2012 15:04:23
Data de Impressio: 16/4/2012 20:53:30
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacfio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisido 02° Dia Amostra 2-6

Volume de injegdo : 20 pL
Data de Aquisicdo: 16/4/2012 15:25:42
Data de Impressao: 16/4/2012 20:53:55
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QUE 15.642 24675



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Ameostra : D gardneriana Val. Met. Precisiio 02° Dia Amostra 3-6

Volume de injegio : 20 pL
Data de Aquisi¢fio: 16/4/2012 15:49:36
Data de Impressdo: 16/4/2012 20:54:16
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisiio 02° Dia Amostra 4-6

Volume de injecéo : 20 pL
Data de Aquisicdo: 16/4/2012 16:10:48
Data de Impressao: 16/4/2012 20:54:43

Dataztor A (358rm)
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RUT 6.892 519603
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisido 02° Dia Amostra 5-6

Volume de injec¢dio : 20 pL

Data de Aquisicao: 16/4/2012 16:33:49
Data de Impressdo: 16/4/2012 20:55:34
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Precisio 02° Dia Amostra 6-6
Volume de injecdo : 20 pLL

Data de Aquisicao: 16/4/2012 16:54:27

Data de Impressédo: 16/4/2012 20:56:09
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Cond Validacao Padrao
Volume de injegio : 20 pL

Data de Aquisi¢do: 16/4/2012 17:20:48

Data de Impressao: 16/4/2012 21:05:09
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RUT 6.858 485864 100.000 CAL
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QUE 15.600 22932 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Cond Validacao Amostra

Volume de injecéio : 20 pL
Data de Aquisicio: 16/4/2012 17:41:42
Data de Impressio: 16/4/2012 21:05:25

0.05 - | 0.05
— wi Validacao Amostro
3] d Validesac Amostra
. Retention Time
} Name
0.04 } 0.04
1 T
‘ I
]
1
0.03 | L 0.03
Z I 2
S 002- 0oz 2
o
@
e}
g
@
0.01- 0.01
[y
=1
g
0.00 J,_ - 0.00
w =
@ L
2
@
v T T T T T L LU B LA IS | B ) AR (R R
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
Detector A (356nm)
Name Retention Time Area ESTD concentration
RUT 6.808 486412 100.150
ISO 8.208 119032 82.290

QUE
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez pH Fase movel 3.1 Padrao
Volume de injeciio : 20 pL

Data de Aquisicdo: 16/4/2012 19:06:21

Data de Impressdo: 16/4/2012 21:11:13

Dotector & (38&nm)
—_— erviana Val, Met. Robustez pH Fase movel 3.1 Padrac
D gardnerianas Val. Met. Robusiez pii Fase movel 3.1 Padrao
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QUE 15.558 21846 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez pH Fase movel 3.1 Amostra
Volume de injecdo : 20 pLL

Data de Aquisicdo: 16/4/2012 19:28:26

Data de Impressio: 16/4/2012 21:11:43
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Compr. Onda 358 nm Padrao

Volume de injegéo : 20 pL
Data de Aquisigdo: 16/4/2012 20:54:07
Data de Impressio: 16/4/2012 21:14:07
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RUT 6.700 543505 100.000 CAL
ISO 8.100 160457 100.000 CAL
QUE 15.467 32088 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Compr. Onda 358 nm Amostra

Volume de inje¢éo : 20 pL.
Data de Aquisicdo: 16/4/2012 21:15:28
Data de Impressdo: 16/4/2012 21:14:24
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Coluna Phenomenex Padrao

Volume de injegdo : 20 pL

Data de Aquisicao: 16/4/2012 19:49:41
Data de Impressao: 16/4/2012 21:20:02
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RUT 6.750 519158 100.000 CAL
ISO 8.150 151311 100.000 CAL
QUE 15.508 23881 100.000 CAL



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Robustez Coluna Phenomenex Amostra
Volume de injegdo : 20 pL

Data de Aquisi¢do: 16/4/2012 20:11:07

Data de Impressao: 16/4/2012 21:20:25
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RUT 6.725 518032 99.783
ISO 8.117 125434 82.898
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢io da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 80% 1-3
Volume de inje¢io : 20 pL

Data de Aquisicdo: 25/4/2012 09:40:24

Data de Impressdo: 26/4/2012 19:24:57
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 80% 2-3
Volume de injegdo : 20 uL

Data de Aquisi¢o: 25/4/2012 10:01:15

Data de Impressdo: 26/4/2012 19:27:49
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[SO 8,600 114089
QUE 16,458 17587

Vaolts



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 80% 3-3
Volume de inje¢io : 20 pL

Data de Aquisi¢iio: 25/4/2012 10:21:41

Data de Impressdo: 26/4/2012 19:28:41
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 90% 1-3

Volume de injecio : 20 uL
Data de Aquisicio: 25/4/2012 10:46:26
Data de Impressiao: 26/4/2012 19:29:20
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 90% 2-3

Volume de inje¢iio : 20 uL

Data de Aquisiciio: 25/4/2012 11:06:54
Data de Impressio: 26/4/2012 19:30:13
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ISO 8,600 127343
QUE 16,450 19751

Valts



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificagiio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 90% 3-3
Volume de injecdo : 20 pL

Data de Aquisi¢io: 25/4/2012 11:27:29

Data de Impressdo: 26/4/2012 19:30:48
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 100% 1-3

Volume de inje¢dio : 20 pL
Data de Aquisi¢ao: 25/4/2012 11:49:42

Data de Impressio: 26/4/2012 19:32:01
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 100% 2-3

Volume de injegio : 20 L

Data de Aquisicdo: 25/4/2012 12:10:45
Data de Impressdo: 26/4/2012 19:32:40
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 100% 3-3

Volume de injegio : 20 pL
Data de Aquisi¢ao: 25/4/2012 12:31:05
Data de Impressao: 26/4/2012 19:33:47

na Val,

0 ga ana Val,
Retention Time
Name

o

Valts
<}
=
(5}
i

001 |

K=}
8
| 7,150 RUT

8,600 1SO

~-0,04

0,03

| D02

- 0,01

16,467 QUE

o
=]
=

o o o o . o ‘ -0,01
0 2 4 6 10 12 14 16 18 20
Minutes
Detector A (356nm)

Name Retention Time Area
RUT 7,150 470580
1SO 8.600 141436
QUE 16.467 22380

Volts



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 110% 1-3

Volume de injegio : 20 pL
Data de Aquisi¢iio: 25/4/2012 15:42:49
Data de Impressdo: 26/4/2012 19:35:07
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 110% 2-3
Volume de injegédo : 20 pL

Data de Aquisi¢ao: 25/4/2012 15:09:00

Data de Impressdo: 26/4/2012 19:35:54
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢io da Amostra : D gardneriana Val. Met, Linearidade 110% 3-3
Volume de inje¢ao : 20 pL.

Data de Aquisi¢ao: 25/4/2012 13:36:42

Data de Impressio: 26/4/2012 19:36:22
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificaciio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 120% 1-3
Volume de injegiio : 20 uL

Data de Aquisi¢io: 25/4/2012 13:59:06

Data de Impressio: 26/4/2012 19:36:56
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagio da Amostra : D gardneriana Val, Met. Linearidade 120% 2-3

Volume de injegiio : 20 pL
Data de Aquisi¢io: 25/4/2012 14:21:06
Data de Impressdo: 26/4/2012 19:37:32
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : D gardneriana Val. Met. Linearidade 120% 3-3
Volume de injegdo : 20 pL

Data de Aquisi¢ao: 25/4/2012 14:42:16

Data de Impressio: 26/4/2012 19:38:24

i
0.08 J Retention Time | 008
j Name
|
0,05 0,05
0,04 ; ‘—0‘04
0,03 0,03
2 o)
> (%] |
| 2 |
0,02 © 0,02
« |
w
| )
0,01 < | 0,01
o
| %
©
0,00 L\L Ay | 0,00
M ‘ E |
| 8 ‘
o~
-0,01 - ~ -0,01
= T N = =y g = ——r—— |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
Detector A (356nm)
Name Retention Time Area
RUT 7,208 583168
1SO 8,650 174200
QUE 16,542 27032

Valls



DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGCAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra ;: Analise de Fitoterapico Fabicantes A e B Padrao 1-2
Volume de injec¢do : 20 pL

Data de Aquisicdo: 5/5/2012 10:00:17

Data de Impressao: 5/5/2012 16:14:11
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacdo da Amostra : Analise de Fitoterapico Fabicantes A ¢ B Padrao 2-2
Volume de inje¢do : 20 pL.

Data de Aquisi¢iio: 5/5/2012 10:25:33

Data de Impressio: 5/5/2012 16:14:38
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : Analise de Fitoterapico Fabricante A Amostra 1-2
Volume de injecio : 20 pL

Data de Aquisigao: 5/5/2012 11:28:15

Data de Impressao: 5/5/2012 16:15:32
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagdo da Amostra : Analise de Fitoterapico Fabricante A Amostra 2-2

Volume

Data de Aquisi¢iio: 5/5/2012 11:50:07

de inje¢do : 20 pL

Data de Impressdo: 5/5/2012 16:15:39
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : Analise de Fitoterapico Fabricante B Amostra 1-2
Volume de inje¢do : 20 pL.

Data de Aquisi¢iio: 5/5/2012 12:15:07

Data de Impressao: 5/5/2012 16:16:05
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢io da Amostra : Analise de Fitoterapico Fabricante B Amostra 2-2
Volume de injecdo : 20 pL

Data de Aquisi¢io: 05/5/2012 12:42:18

Data de Impressio: 05/5/2012 16:16:23
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificagiio da Amostra : Ensaio de Fotoestabilidade Ext. de D. gardneriana Padrao 1-2
Volume de inje¢do : 20 pLL

Data de Aquisi¢ao: 25/5/2012 14:57:27

Data de Impressdo: 25/5/2012 17:27:07
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificag¢iio da Amostra : Ensaio de Fotoestabilidade Ext. de D. gardneriana Padrao 2-2
Volume de inje¢do : 20 pL

Data de Aquisi¢iio: 25/5/2012 15:18:24

Data de Impressio: 25/5/2012 17:27:22
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identificaciio da Amostra : Fotoestabilidade Ext. de D. gardneriana Amostra Nao-Exposta
Volume de injeg¢iio : 20 pL,

Data de Aquisi¢iio: 25/5/2012 16:29:09

Data de Impressao: 25/5/2012 17:29:30
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDACAO DE METODO ANALITICO

Identificacio da Amostra : Fotoestabilidade Ext. de D, gardneriana Amostra Protegida

Volume de inje¢do : 20 pL.
Data de Aquisi¢ao: 25/5/2012 16:05:39
Data de Impressao: 25/5/2012 17:29:03
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DIMORPHANDRA GARDNERIANA - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

Identifica¢dio da Amostra : Fotoestabilidade Ext. de D. gardneriana Amostra Exposta
Volume de injegio : 20 pL

Data de Aquisi¢io: 25/5/2012 15:44:11

Data de Impressido: 25/5/2012 17:28:19
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