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RESUMO

Produtos naturais sdo usados ha muitos anos para fins medicinais. O acido caurenoico (AC) é
um metabdlito secundario, um diterpeno da classe dos cauranos que esti bastante difundido
entre as plantas medicinais e é encontrado nas espécies Sphagneticola trilobata, Copaifera
langsdorffii, Annona glabra, Mikania laevigata, Mikania glomerata,Smallanthus sonchifolius
e Xylopia frutescen. O AC é antioxidante, anti-inflamatdrio, leishmanicida, possui atividade
contra malaria e pode apresentar atividade citotdxica. Por se tratar de uma substincia que
contribui sinergicamente para a atividade farmacolégica de um novo medicamento ou um
importante marcador para os medicamentos ji existentes, foi desenvolvido um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de massas do tipo triplo
quadrupolo com recursos em tandem (HPLC-QqQ-MS/MS) para deteccdo e quantificagdo do
AC em matrizes de diferentes complexidades. Outro método, com finalidade qualitativa e
comprobatéria, foi desenvolvido utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada ao sistema de massas de alta resolucdo do tipo quadrupolo simples e
tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS/MS). O método por HPLC-QqQ-MS/MS detectou e
quantificou o AC nas amostras obtidas a partir de extratos de Mikania glomerata (guaco),
sendo estas, um extrato comercial usado como matéria prima pela industria farmacéutica, uma
tintura preparada com as folhas da planta e dois produtos adquiridos no mercado (xarope NL e
xarope BT). A quantificacdo foi realizada por meio de construcdo de curvas de calibragio
pelo método de adicdo de padrdo. As concentragdes do AC foram 0,191 mg/mL no extrato
comercial, 0,930 mg/mL na tintura, 0,003 mg/mL no xarope NL e menor que o limite de
deteccdo do método no xarope BT. O método por UHPLC-QTOF-MS/MS confirma os
resultados obtidos e ainda possibilita a quantificacio do AC no xarope BT. Os métodos
desenvolvidos sdo excelentes alternativas para andlise agil e eficiente do AC em matrizes

complexas a partir de simples diluicao e injecdo nos equipamentos.

Palavras-chave: Acido Caurenoico. Acido ent-caur-16-en-19-6ico. HPLC. Cromatografia
liquida. Espectrometria de massas. Quadrupolo. Tempo de voo.



ABSTRACT

Natural products have been used for many years for medicinal purposes. The kaurenoic acid
(KA) is a secondary metabolite, a diterpene of the cauran class that is widespread among
medicinal plants and it is found in Sphagneticola trilobata, Copaifera langsdorffii, Annona
glabra, Mikania laevigata, Mikania glomerata, Smallanthus sonchifolius and Xylopia
frutescen. The KA is an antioxidant, anti-inflammatory, leishmanicide, has activity against
malaria and may present cytotoxic activity. Because it is a substance that contributes
synergistically to the pharmacological activity of a new medicine or an important marker for
existing medicines, a high performance liquid chromatography coupled to triple quadrupole
mass detector with tandem capabilities (HPLC-QqQ-MS/MS) was developed for the detection
and quantification of KA in complex matrices. Another method, with a qualitative and
verifiable purpose, was developed using the ultra-efficient liquid chromatography technique
coupled to a high resolution mass spectrometer of the simple quadrupole type and time of
flight (UHPLC-QTOF-MS/MS). The HPLC-QqQ-MS/MS method detected and quantified
KA in the samples obtained from extracts of Mikania glomerata (guaco) - a commercial
extract used as raw material by the pharmaceutical industry, a tincture prepared with the
leaves of the plant and two products purchased in the market (NL syrup and a BT syrup).
Quantification was performed by the construction of calibration curves by the standard
addition method. Concentrations of KA were 0.191 mg / mL in the commercial extract, 0.930
mg/mL in the tincture, 0.003 mg / mL in the NL syrup and less than the detection limit of the
method in the BT syrup. The UHPLC-QTOF-MS/MS method confirms the results obtained
and still allows the quantification of the BT syrup. The methods developed are excellent
alternatives for agile and efficient analysis of the KA in complex matrices from simple

dilution and injection in the equipments.

Keywords: Kaurenoic acid. Ent-kaur-16-en-19-oic acid. HPLC. Liquid chromatography. Mass
spectrometry. Quadruple. Time of flight (TOF).
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais, especialmente aqueles oriundos de plantas, usados
para o tratamento e cura de doengas, € tdo antigo e universal quanto a prdpria origem do
medicamento. O uso terap€utico das plantas certamente remonta a civilizagdo Suméria e 400
anos antes da Era Comum. Registra-se que Hipdcrates usava aproximadamente 400 diferentes
espécies de plantas para fins medicinais. Os produtos naturais desempenharam um papel
proeminente nos antigos sistemas de medicina tradicional, como Chinés, Ayurveda e Egipcio.
Os produtos naturais ainda sdo de uso comum nos dias de hoje. De acordo com a Organizacdo
Mundial da Saide (OMS), 75% das pessoas ainda dependem de medicamentos tradicionais e
baseados em plantas para cuidados priméarios de saide ao redor do planeta. A natureza tem
sido uma fonte de agentes terapéuticos ha milhares de anos e um nimero impressionante de
drogas modernas foi derivado de fontes, muitas baseadas em seu uso na medicina tradicional
(SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

A Fitoterapia vem sendo praticada ha muitos anos por todas as sociedades
humanas. Ao longo de séculos, vem sendo utilizada e documentada por seu valioso
conhecimento tradicional e popular decorrente de sua rica diversidade étnica e cultural. Esses
conhecimentos sdo fontes estratégicas de informagdes preliminares de eficicia ou toxicidade
das plantas medicinais, inspirando muitos estudos cientificos sobre essas propriedades
terapéuticas. A tradicionalidade de uso contribui enormemente com o surgimento de
medicamentos inovadores, hoje comercializados em todo o mundo, para o tratamento de
inimeras enfermidades, inclusive para o cancer. Com o intuito de promover o
desenvolvimento sécio e econdmico na 4area de plantas medicinais e fitoterapicos e
proporcionar melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira, foi instituida, em 2006,
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (BRASIL, 2006)

De acordo com a legislagdo brasileira, sdo considerados medicamentos
fitoterapicos, aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja
seguranga e eficicia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela
constincia de sua qualidade. Ainda existem os medicamentos classificados como produtos
tradicionais fitoterapicos. Estes sdo obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo

publicados na literatura técnico-cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a



19

vigildncia de um médico para fins de diagndstico, de prescricio ou de monitorizagdo
(ANVISA, 2014).

Neste contexto, enquadram-se as espécies Mikania glomerata Spreng e M.
laevigata Schultz Bip. ex Baker, conhecidas popularmente no Brasil como guaco e sdo
espécies de plantas medicinais muito empregadas no tratamento de resfriados e problemas
respiratorios como asma, dos quais esperam-se suas a¢des broncodilatadora, anti-inflamatdria
e antiespasmddica (MELO; SAWAYA, 2015 e BRASfLIA, 2011).

No Brasil, estas espécies fazem parte de um contexto de grande interesse para a
saide publica ja que se encontram presente na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS). Em 2006 foi publicada a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), que ressalta a utilizacdo de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos. A PNPIC foi elaborada com o objetivo de oferecer a populacdo
servicos e produtos de origem vegetal como os medicamentos fitoterapicos, no Sistema Unico
de Satdde (SUS), garantindo a integralidade na ateng¢éo a saide (BRASIL 2006).

Estudos relatados por Corréa et al. (2008) confirmaram a indicagdo de produtos
de M. glomerata para o tratamento de doencas respiratérias ocasionadas pela
broncoconstri¢io.

O extrato etandlico de Mikania glomerata também pode ser utilizado como um
agente antialérgico e anti-inflamatério (FIERRO et al, 1999).

Na medicina tradicional, ambas as espécies tém uma longa histéria de uso.
Atualmente, o uso medicinal dessas plantas é frequente e estudos pré-clinicos ja
demonstraram as propriedades antialérgica, antiasmatica e antiulcerog€nica. Nas ultimas
décadas, numerosos estudos t€m sido realizados com o objetivo de isolar e identificar os
metabdlitos de guaco a partir de extratos distintos (GASPARETTO et al., 2010).

A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura atribuem os efeitos benéficos do
guaco a cumarina (1,2-benzopirona), a qual é definida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria do Brasil (ANVISA) como o marcador quimico do guaco (BRASIL, 2008).

Embora nio sejam marcadores dos produtos a base de extrato de guaco, outros
metabdlitos despertam grande interesse por parte dos pesquisadores, em funcdo de efeitos
terapéuticos. Como alguns dos principais metabolitos, pode-se citar o adcido o-cumadrico, que
associado a cumarina, demonstrou efeito antialérgico no tecido pulmonar de camundongos

com pneumonite alérgica induzida. Esse resultado levou a conclusio de que a associagdo de
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ambos os compostos, cumarina e acido o-cumarico geram o fitocomplexo responsavel pelas
atividades terapéuticas do guaco (SANTOS et al., 2006).

Outro metabolito do guaco, o acido caurenoico, tem apresentado interesse por
parte da sociedade cientifica por ser responsavel por efeitos farmacoldgicos, como promover
relaxamento na aorta de ratos pré-contraida com fenilefrina e cloreto de potéssio
(TIRAPELLI et al., 2002, 2004) e atividade anti-inflamatéria. A atividade anti-inflamatoria
pdde ser demonstrada com a reducdo da atividade de macréfagos RAW?264.7 através da
inibicdo da sintese do 6xido nitrico (IC50 = 51,7 uM), liberagao da prostaglandina E2 (IC50 =
106,0 uM) e expressao da atividade enzima inflamatéria, ciclooxigenase 2 (COX-2) (IC50 =
3,5 pg/mL) (CHOI et al., 2011).

O 4cido caurenoico é um metabdlito relacionado com os efeitos benéficos do
guaco, porém, além dos beneficios, alguns estudos apontam que ele pode ser toxico em
condicdes bastante especificas. Em um estudo in vifro, o acido caurenoico promoveu a
hemolise de eritrocitos humanos e de camundongos (COSTA-LOTUFO et al., 2002). O 4cido
caurenoico também induziu quebra de DNA e causou genotoxicidade em fibroblastos de
pulméo de hamster, além de promover anomalia citogenética em leucdcitos humanos e efeito
genotoxico no figado, rim e bagco de camundongos (CAVALCANTI et al., 2006 e 2010).

Matos (2016) faz um levantamento dos métodos descritos na literatura para
andlise do 4acido caurenoico e aponta, da mesma forma que Gasparetto et al. (2011),
dificuldades na detec¢do em funcdo da baixa absortividade molar da molécula.

Dado o conhecimento de potenciais efeitos toxicos e dos conhecidos e
comprovados efeitos terapéuticos do 4cido caurenoico, apresentados anteriormente, faz-se
necessario o desenvolvimento de novos métodos de anédlise para esta substancia, seja para
avaliacdo dos produtos farmacéuticos disponiveis no mercado, seja para a investigacdo dos
efeitos do 4cido caurenoico em seres humanos como, por exemplo, determinagdo da sua
farmacocinética e perfil toxicoldgico, ou ainda, para a obtencdo de métodos eficientes, para o
desenvolvimento 4gil de novos produtos farmacéuticos, que explorem as propriedades do
acido caurenoico como marcador ativo na composi¢do destes produtos.

Desta forma, este trabalho visou o desenvolvimento de um método analitico para
determinagdo e quantificagdo do acido caurenoico em matrizes complexas. Inicialmente,
optou-se pela técnica de eletroforese capilar com recursos de detec¢do por UV-vis com
arranjos de fotodiodo (DAD), no entanto, em fungdo de caracteristicas intrinsecas da molécula

do AC e da dificuldade na detecg@o, foi necessaria a utilizacdo de um sistema de detecgdo por
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massas. Desenvolveu-se entdo, um método por meio da Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas e Recursos Tandem.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. METABOLITOS SECUNDARIOS DAS PLANTAS MEDICINAIS, TERPENOS E
SUA IMPORTANCIA.

De acordo com Simdes et al. (1999), além dos metabdlitos primarios
(aminodacidos, nucleotideos, agtcares e lipideos), que s@o as substincias essenciais para a vida
da planta, existem os metabdlitos secundarios, que sdo substincias cuja producdo e
acumulagdo estdo restritas a um numero limitado de organismos e se caracterizam como
elementos de diferenciagio e especializagdo.

Os terpenos sdo hidrocarbonetos naturais produzidos por uma grande variedade
de plantas. Eles s@o classificados com base em unidades de cinco carbonos (isopreno) como
seus blocos de construgdo, que totalizaram mais de 55 mil moléculas descobertas até o
momento. Diferentes terpenos incluem os hemiterpenos (com 5 carbonos), monoterpenos (10
carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), sesterterpenos (25
carbonos), triterpenos (30 carbonos) e politerpenos (acima de 30 carbonos).
Biossinteticamente, os terpenos sdo formados através de duas principais vias: a via do acido
mevalonico (MVA) e a via do 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). Os terpenos
biologicamente ativos apresentam diferentes ordens de grandeza e em um estudo mais
abrangente sobre os efeitos dos terpenos, destacam-se os efeitos na prevencao e no tratamento
de vérios tipos de cancer. Ilustrativamente, derivados do taxol (paclitaxel e docetaxel) estdo
entre os medicamentos mais amplamente utilizados em tratamentos de quimioterapia. Outros
importantes usos terapéuticos dos terpenos incluem as suas atividades antimicrobiana,
antifingica, antiviral, anti-hiperglicemiante, anti-inflamatoéria, antioxidante, antiparasitaria,
imunomoduladora e potencializadora da permeacdo cutdnea. Além disso, podem ser utilizados
como aditivos de sabor natural, para alimentos ou fragrincias em perfumaria e em
medicamentos tradicionais ou alternativos como aromaterapia (BRAHMKSHATRIYA;
BRAHMKSHATRIYA, 2013).

Os terpenos sdo os metabdlitos secunddrios mais numerosos e que apresentam a
maior diversidade de estruturas dentre os produtos naturais (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000).
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Figura 1. Gréfico da distribui¢do dos diferentes metabdlitos secundarios das plantas

Compostos
Fenodlicos 18%

Terpenos 55%
Alcaldides 27%

Fonte: Adaptado de Croteau; Kutchan e Lewis (2000)

2.2. ACIDO CAURENOICO

O 4cido caurenoico (4cido ent-caur-16-en-19-6ico) representado na Figura 2 € um
diterpeno da classe dos cauranos, assim chamados, os diterpenos que apresentam esqueleto
tetraciclico e rigido. O 4cido caurenoico € intermedidrio da biogénese das giberelinas. Este
diterpeno esta bastante difundido entre as plantas medicinais e é encontrado na Sphagneticola
trilobata, Copaifera langsdorffii, Annona glabra, Mikania laevigata, Mikania
glomerata,Smallanthus ~ sonchifolius e Xylopia frutescen (ARAOZ et al., 2010;
CAVALCANTI et al., 2006; SILVA et al., 2002).

Estudos recentes demonstraram que variacdes genéticas e ambientais tem um
efeito direto na quantidade de metabdlitos secundérios produzidos pelas plantas e isso pode
ter implicagdes para os seus efeitos biologicos. Trés tipos diferentes de plantas produtoras do
acido cauernoico, a M. laevigata cultivada em quatro locais distintos, localizados entre a
Linha Equador e o Trdpico de Capricérnio no Brasil, foram avaliados com o objetivo de
apresentar e discutir essas variacdes genéticas e ambientais e a influéncia sobre os compostos
bioativos. Os resultados revelaram efeitos decorrentes de fatores ambientais e genéticos. O

estudo mostra que fatores genéticos das plantas, aliados ao clima, influenciaram na producgido
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de 4cido caurenocio pela planta. O estudo ainda indica que o clima de regides mais frias
estimula a producédo do acido caurenoico pela planta (AGOSTINI-COSTA et al., 2016). Uma
correlacdo entre a producdo de AC e de cumarina pela planta, s6 pode ser estabelecida ao se
considerar a complexa rede de condi¢cdes ambientais, que regem a composi¢do destes
metabdlitos secundarios (XAVIER, 2015).

Em um trabalho recente Carvalho (2015) descreve que o 4acido caurenoico é
encontrado em varias espécies de plantas medicinais, dentre elas Mikania glomerata Sprengel
e M. laevigata Schultz Bip (Asteraceae). Outros trabalhos também descrevem seu isolamento
dos frutos verdes de Xylopia frutescens Aubl. (Annonaceae), X. brasiliensis, X. aromdtica e
das folhas e cascas de Annona glabra (Annonaceae), além das partes aéreas de Wedelia
paludosa DC. (Asteraceae). O acido caurenoico também foi isolado dos Oleos de copaibas
(Copaifera sp., familia Fabaceae) e ainda existem relatos do isolamento desta substincia a
partir de quatro espécies de Smallanthus conforme foi compilado pelo autor. A Tabela 1
apresenta a ocorréncia do acido caurenoico em diferentes espécies e a sua concentracdo nas

partes da planta.
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Tabela 1. Teores de 4cido caurenoico em diferentes espécies de plantas

Espécie vegetal Parte da planta Teor (%)
Mikania glomerata Partes aéreas 0,20
Flores 0,10
Folhas 0,11
Wedelia paludosa Caule 0,50
Partes aéreas 0,85
Annoma glabra Cascas 0,53
Folhas 0,27
Xylopia brasiliensis Folhas 0,01
Xylopia aromatica Folhas 0,02
Xylopia frutescens Folhas 0,01
Smallantus sonchifolius Raizes tuberosas 0,74
Smallantus siegesbeckius Raizes tuberosas 0,51
Smallantus connatus Raizes tuberosas 0,71
Smallantus macrocyphus Raizes tuberosas 0.73

Fonte: Adaptado de Carvalho (2015)

O 4cido caurenoico é conhecido por ter potentes propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias. Ele pode atenuar o estresse oxidativo e a inflamacéo, reduzindo o dano
tecidual induzido por isquemia / reperfusdo em ratos submetidos a retalhos de pele dorsal

(SILVA et al., 2015).
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Em um estudo recente, um efeito leishmanicida direto sobre as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis foi atribuido ao acido caurenoico. Observou-se
ainda, uma reducdo do numero intracelular de amastigota e a percentagem de macréfagos
peritoneais de ratos da raca BALB/c infectados com o protozoario. Além disso, a substincia
induziu o aumento da producdo de IL-1B e expressio do NLRP12, um componente de
ativacdo do complexo proteico inflamassoma. Estes resultados demonstram a capacidade

leishmanicida do 4cido caurenoico contra L. amazonensis em cultura de macréfagos

(MIRANDA et al., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica do Acido Caurenoico — AC
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Fonte: SIEBRA et al. (2009)

Na area da odontologia, foi estudada a acdo que o Acido Caurenoico possui em
inibir o crescimento de patdgenos orais ou aderéncia a superficies e, por conseguinte, reduzir
a formacdo de cérie dentdria. Um extrato de Mikania glomerata com elevado teor de acido

caurenoico foi eficaz para inibir a formagdo do biofilme de Strepfococcus mutans. Dessa
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forma o autor sugere que tal extrato, rico em 4cido caurenoico, ¢ um produto natural a ser
considerado como ingrediente ativo em produtos de cuidados orais (MOREIRA et al., 2016).

Recentemente, pesquisadores demonstraram que o acido caurenoico tem atividade
in vitro contra malaria, inclusive contra o Plasmodium falciparum resistente a cloroquina.
Esta caracteristica tem motivado modificacdes quimicas na estrutura do Acido Caurenoico e
resultado em pedido de depésito de novas patentes (SANTOS et al., 2016).

Além das varias atividades farmacoldgicas desejaveis atribuidas ao 4cido
caurenoico, os trabalhos de publicados por Mongelli ef al. (2002) e Garcia, Oliveira e Batista
(2007) evidenciam uma potencial citotoxicidade do 4cido caurenoico em ensaios in vitro

realizados por eles.

2.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — HPLC

A cromatografia é um método empregado de forma ampla e que permite a
separacgdo, identificacdo e determinacdo de componentes quimicos em misturas complexas.
Nenhum outro método de separacdo é tdo poderoso e de aplicagdo tdo generalizada como a
cromatografia. O termo cromatografia € dificil de ser definido rigorosamente porque o nome
tem sido aplicado a diversos sistemas e técnicas. Todos esses métodos, contudo, apresentam
em comum o uso de uma fase estacionaria e de uma fase mével. Os componentes de uma
mistura sdo transportados através da fase estaciondria pelo fluxo da fase movel e as
separagdes ocorrem com base nas diferencas de velocidade de migracdo entre os componentes
da fase mdvel. A fase estacionaria em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC é
imobilizada em uma coluna e a fase mdvel se movimenta através da fase estaciondria
transportando a mistura dos analitos. Uma eluicio com um unico solvente ou com uma
mistura de solventes de composicdo constante € isocratica. Na elui¢do por gradiente, dois (e
as vezes mais) sistemas solventes que diferem significativamente em polaridade sdo
empregados. A razdo entre os dois solventes varia em uma forma pré-programada durante a
separacdo, algumas vezes de forma continua e por vezes em etapas. A elui¢do por gradiente
geralmente melhora a efici€ncia da separacdo. Os instrumentos modernos de HPLC sdo
equipados com valvulas que introduzem liquidos a partir de dois ou mais reservatdrios em

proporcdes que podem ser variadas continuamente (SKOOG et al., 2006).
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O HPLC representa o ponto mais moderno do desenvolvimento da cromatografia
liquida, onde as amostras sdo distribuidas em uma bandeja para injecdo automatica, o solvente
¢ continuamente bombeado através da coluna e os compostos separados sdo detectados
continuamente por um detector & medida que deixam a coluna. O sinal resultante do detector é
plotado em um grafico em func¢do do tempo, denominado cromatograma. Um computador
controla toda a operagdo do equipamento por meio de soffware e o computador também pode
gerar um relatério final de andlise para cada amostra. Além dessa automacdo de todo o
processo, esta técnica de separacdo é caracterizada pelo uso de bombas de alta pressdo para
uma separagao mais rapida. Colunas reutilizaveis e mais efetivas para o processo de separagcao
podem ser usadas para garantir melhor controle geral do processo, além de resultados mais
precisos e reprodutiveis (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

Etapa essencial em HPLC € a deteccao. Um detector mede um parametro fisico
do analito eluido pela coluna e transforma este parametro em um sinal elétrico. Detectores
universais medem uma propriedade intrinseca desse analito, por exemplo, o indice de
refrac¢do, enquanto que, em um detector especifico, apenas compostos com particularidades
especificas contribuem para o sinal gerado por pelo detector dessa classe. Os detectores mais
amplamente empregados em cromatografia liquida sdo baseados na absor¢do da radiacdo
ultravioleta ou visivel, no entanto, o uso de uma combinacdo de HPLC com detector de
espectrometria de massas estd, atualmente, tornando-se bastante popular. A combinagdo de
HPLC e espectrometria de massas proporciona uma alta seletividade, uma vez que picos nio
resolvidos podem ser isolados monitorando-se somente um valor de massa selecionado. A
técnica de acoplamento do HPLC com detec¢do por espectrometria de massas pode fornecer
uma impressdo digital de um analito em particular em vez de recorrer apenas ao tempo de
eluicdo, como na HPLC convencional. A combinagdo também pode fornecer a massa molar e
informacdo estrutural e uma andlise quantitativa exata (WILLOUGHBY; SHEEHAN;
MITROVICH, 2002 e NIESSEN, 2006).

A Figura 3 apresenta um esquema da instrumentacio usada hoje em
cromatografia liquida. Esta instrumentacdo € muito confidvel, compde-se de materiais
tecnologicamente avancados e conhecimento adquirido ao longo dos anos. E geralmente
composto de pecas modulares que podem ser montadas de acordo com requisitos operacionais
e contendo o sistema de bombeamento que faz a diluicdo programada dos solventes da FM. O
injetor € por onde entra a amostra a ser analisada. A coluna que tem a FE e onde ocorre a

eluicio ou separagdo cromatografica. Um sistema de deteccdo, responsavel pela
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transformacdo do sinal gerado pelo analito e transformag¢do em corrente elétrica para,

finalmente, ser interpretado pelo software durante o tratamento dos dados.

ey
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Figura 3. Esquema de um equipamento de HPLC
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Fonte: Adaptado de Nollet e Toldra (2013)

Em seu recente trabalho de mestrado sobre o perfil farmacocinético e

biodisponibilidade do AC em ratos, Matos (2016) compilou os trabalhos descritos na

literatura que utilizaram a técnica de cromatografia liquida para analise do 4cido caurenoico.

Este trabalho corrobora o de Gasparetto ef al. (2011) no que diz respeito a baixa absortividade

molar do AC e dificuldade de deteccdo por meio dos detectores UV-vis, por consequéncia da

auséncia de grupamentos cromoféricos na estrutura molecular do acido caurenoico.

2.4. ESPECTROMETRIA DE MASSAS E SELECAO DO PRINCIPIO DE DETECCAO

ADEQUADO

Sabe-se que nos analitos separados pela técnica de cromatografia liquida, podem

ser determinados, qualitativa e quantitativamente com base nos dados cromatograficos, como

o tempo de retengdo, o fator de retencdo, os espectros UV, o uso de compostos padrio e assim
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por diante. No entanto, muitas vezes esses dados s@o insuficientes para fornecer informacdes
completas sobre a identidade dos analitos (NOLLET e TOLDRA, 2013).

Ao longo dos ultimos anos, as aplicagdes de cromatografia liquida associada a
espectrometria de massas na analise de produtos naturais tém crescido drasticamente devido
as capacidades, cada vez mais aprimoradas, de separacdo e deteccdo dos instrumentos desta
associacdo. Em particular, os novos instrumentos hibridos de alta resolugdo ligados ao
cromatdgrafo e as hifeniza¢des dos cromatdgrafo liquidos aos diferentes espectrometros de
massas e com outras técnicas de separacao analitica, ajudam muito a identificagdo inequivoca
e na quantificacdo altamente sensivel de produtos naturais em concentracdes de rastreamento
em matrizes complexas (WU et al., 2013). A espectrometria de massas geralmente
desempenha um papel fundamental quando € necessaria alta sensibilidade e alta
especificidade. Os espectrdmetros de massas de acoplamento com cromatografia
revolucionaram a farmacocinética e se tornaram a tecnologia considerada, atualmente, a
espinha dorsal na pesquisa farmacéutica moderna (TSKES, 2016).

O principio bésico da espectrometria de massas é a formagao de ions a partir dos
compostos, inorganicos ou orgénicos, por algum método adequado para separar esses ions,
por meio de sua relacdo massa-carga (m/z) e para detectd-los qualitativa e quantitativamente
por seus respectivos m/z e abundéancia. O analito pode ser ionizado termicamente, por campos
elétricos ou por impacto de elétrons, ions ou fétons. Os fons podem ser dtomos ionizados
isolados ou aglomerados, moléculas ou seus fragmentos ou associagdes. A separagdo dos ions
formados € efetuada por campos elétricos ou magnéticos estaticos ou dinamicos e ainda pelo
tempo de voo do ion, desde que os ions possuam uma energia cinética bem definida na
entrada da rota de voo (GROSS, 2011).

Um espectrometro de massas é composto de trés principais componentes, a saber:
a fonte de ionizacdo, o analisador e o detector. A diferenca entre esses componentes distingue
os tipos de técnicas as quais independentemente da escolha, exige primeiramente, que a
amostra seja ionizada em uma fonte de ionizagdo (SNYDER et al., 2010 e GLISH; VACHET,
2003).

Diversos dispositivos tém sido desenvolvidos para volatilizar as amostras que
saem do cromatdgrafo e gerar os fons para serem analisados no espectrofotdmetro. Existem
varios tipos de fontes de ioniza¢do que podem ser empregados como interface entre o eluente

de HPLC e o espectrometro de massas. As duas fontes mais comuns sdo a ionizagdo por
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eletrospray (ESI) e a ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) (KORFMACHER,
2005).

Figura 4. Diagrama de blocos de um sistema HPLC-QqQ-MS/MS
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Fonte: Modificado de Skoog ef al. (2006)

A Figura 4 ilustra um sistema de espectrometria de massas tandem do tipo triplo
quadrupolo, usado para o desenvolvimento deste trabalho. Neste tipo de equipamento, os fons
produzidos na fonte sdo filtrados no primeiro quadrupolo de forma que somente o ion
selecionado passe para a célula de colisdo. Na célula de colisdo, utiliza-se um gas de colisdo
para promover a fragmentacdo dos fons da relacdo m/z selecionada. Os fragmentos sdo
selecionados pelo quadrupolo analisador de massas e encaminhados para o detectador de

massas propriamente dito. Geralmente, a célula de colisdo também é um quadrupolo operado
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de forma que os fragmentos de fons sejam dirigidos para o analisador de massas (SKOOG et
al., 2006).

A combinacio de cromatografia liquida e espectrometria de massas proporciona
uma alta seletividade, uma vez que picos ndo resolvidos podem ser isolados monitorando-se
somente um valor de massa selecionado. A técnica de LC-MS pode fornecer uma impressao
digital de um eluato em particular em vez de recorrer ao tempo de eluicdo, como em HPLC
convencional. A combinacdo também pode fornecer a massa molar e informacgao estrutural
além de uma andlise quantitativa exata. Para algumas misturas complexas, é necessario o
acoplamento de dois ou mais analisadores de massas em conjunto em uma técnica conhecida
como espectrometria de massas tandem. Quando se combina a LC com a espectrometria de
massas tandem, o instrumento recebe o nome de LC-MS-MS (SKOOG et al., 2006 e
(VIDOVA; SPACIL, 2017).

A cromatografia analitica permite que misturas complexas sejam separadas em
componentes individuais. Os métodos tipicos de HPLC / UV requerem que cada analito
componente da mistura se separe durante a elui¢do cromatografica. Os analitos sdo separados
com base na interacdo quimica com a fase estacionaria e a fase mével. Normalmente, é
necessario um tempo de retencdo tnico intrinseco de cada analito, que fornece a base para a
identificacdo e comparagdo entre os resultados. Em combinacio com a espectrometria de
massas, o objetivo da técnica de HPLC muda significativamente quando comparado com
métodos baseados em deteccdo de UV. Esta alteracio deve-se ao fato de que o espectrometro
de massas também é usado como um dispositivo de separacdo. Portanto, os métodos
cromatograficos que sdo desenvolvidos para aplicagdes HPLC-MS tendem a ter exigéncias
significantemente menos rigorosas e a separagdo basal ndo é necessaria. O resultado é uma
corrida cromatografica mais rapida. A coeluic@o de picos ndo é uma questdo tdo significativa
como acontece com a HPLC / UV. Esses picos as vezes podem ser resolvidos com base no
espectro de massas. Tanto o tempo de retencdo como a massa molecular sdo utilizados para
identificacdo (KORFMACHER, 2009).

Ao longo dos dltimos anos, alguns dos ganhos mais significativos foi o aumento
de sensibilidade. Essa melhoria foi a chave para tornar a técnica de detec¢do por tempo de voo
(TOF) uma das principais a beneficiar significativamente o desenvolvimento de novos
métodos, particularmente nas andlises de matrizes complexas. Uma das vantagens da técnica
de anéalise de massas TOF é que a medicdo de alta resolucdo de analitos em concentracdes

muito baixas — ao nivel de trago (FJELDSTED, 2016).
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Um dos detectores MS mais populares € o de tempo de voo (TOF), conforme
ilustrado na Figura 5. No TOF, os ions sdo gerados na interface pela fonte ionizante,
selecionados num quadrupolo e fragmentados na célula de colisdo. Os fragmentos sdo
acelerados com uma energia especifica e dirigidos através de um tubo para o detector. A
velocidade de um ion que viaja através do tubo relaciona a quantidade de energia aplicada,
portanto, para a mesma energia aplicada, os fons de menores massas viajardo mais
rapidamente para o detector do que os ions maiores. O tempo de transito do tubo é entdo
correlacionado com a relacdo m/z do ion. A resolucdo de massa estd relacionada ao
comprimento do tubo. As limitagdes espaciais limitam o comprimento do tubo, de modo que
uma configuracdo popular usa um espelho eletrostitico (refletor) para aumentar o
comprimento efetivo do tubo, e assim, melhorar a resolucdo m/z. Com comprimento do
percurso suficiente, o TOF pode fornecer uma resolugdo de massa maior do que o quadrupolo,

por isso € ttil para o trabalho estrutural (SKOOG et al., 2006).

Figura 5. Principais elementos de um espectrdmetro de massas Q-TOF

Fonte deions
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e i —— | ] ]
—
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multiplos estagios
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Fonte: Modificado de Fjeldsted (2016)
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Embora a associacdo da cromatografia com a espectrometria de massas venha
sendo empregada com muito sucesso pela ciéncia Farmacéutica, no estudo de substincias de
origem vegetal (KOJIMA et al., 2009), existem poucos métodos quantitativos desenvolvidos
exclusivamente para andlise do acido caurenoico (COSTA et al., 2015; MIYAZAKI et al.,
2015 e GASPARETTO, 2011). Motivado pela dificuldade na detec¢do do acido caurenoico
nas regides mais especificas do ultravioleta (MATOS, 2016 e GASPARETTO, 2010), este
trabalho propde a utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com recursos em fandem para desenvolvimento de um método

quantitativo focado na investigacio do dcido caurenoico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem o objetivo de desenvolver um método em cromatografia

liquida de alta efici€éncia acoplada a espectrometria de massas, do tipo triplo quadrupolo em

tandem, para identificacdo e quantificagdo do 4cido caurenoico em matrizes de diferentes

complexidades.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Estabelecer as condi¢des cromatograficas ideais para identificacdo e
quantificacdo do acido caurenoico em extratos, tinturas e xaropes obtidos a

partir do guaco.

Definir as melhores condi¢des de ionizacdo da molécula de 4cido

caurenoico para analise pelo MS.

Definir os parametros ideais do MS para monitoramento do ion

pseudomolecular formado.

Testar o método desenvolvido em produtos fitoterdpicos (extratos,

tinturas e xaropes obtidos a partir do Guaco) contendo o 4cido caurenoico.

Utilizar o equipamento de cromatografia liquida acoplado a
espectrometro de massas de alta resolugdo para confirmagdo qualitativa dos

resultados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas de Mikania glomerata (guaco) foram coletadas em 18 de abril de 2017, as
9:00 da manha, no horto da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de fora —
UFJF. A planta ja era identificada pela exsicata do vegetal preparada em 11/10/2006 e
depositada no Herbéario Leopoldo Krieger — CESJ, da UFJF, sob nimero de tombo CESJ 49202.

Figura 6. Foto da planta coletada no horto da Faculdade de Farméacia

Fonte: Do autor
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4.2. TINTURA DE GUACO

4.2.1. Preparo da tintura

A tintura de guaco foi preparada de acordo com as instrucdes do Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011) e foram utilizados os equipamentos
do Nucleo de Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da Faculdade
de Farmicia da Universidade Federal de Juiz de Fora listados abaixo:

» Estufa com circulagéo de ar, modelo 002 CB do fabricante Fanem LTDA (Sdo
Paulo, Brasil).

» Moinho de facas modelo SL 30 do fabricante Solab Equipamentos para
Laboratdrios (Piracicaba, Brasil).

» Funil de separagdo com capacidade nominal de 250 mL

» Bastdo de vidro

» Esferas de vidro

» Algoddo

» Funil de vidro

» Papel de filtro

» Frasco de vidro ambar

» Batoque bolha de plastico transparente

» Tampa plastica de polipropileno

O material vegetal (folhas) foi estabilizado, submetendo-se a secagem em estufa a
40 °C por 48 horas (ROCHA er al., 2008). Apés a secagem o material vegetal foi triturado em
moinho de facas para obtencdo do p6. O preparo da tintura foi de acordo com a seguinte

formula:

Tabela 2. Composi¢do da tintura de guaco

Componentes Quantidade
folhas secas moidas 20g
EtOH 70 % q.s.p. 100 mL

Fonte: Dados da pesquisa
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O p6 das folhas foi umedecido com quantidade suficiente de alcool etilico 70%
m/m e ficou em repouso por duas horas em recipiente fechado. Um funil de separagdo de
vidro foi utilizado como percolador. A saida do funil de separacdo foi preparada com algodio.
Manteve-se a torneira fechada. A droga umedecida foi transferida para o funil de separagdo,
aplicou-se leve e uniforme pressdo sobre a camada da droga umedecida com o auxilio de um
bastdo de vidro. A superficie foi forrada com camada de algoddo sobre a qual foram
espalhadas pérolas de vidro. O restante do etanol 70% p/p foi adicionado lentamente até que
fosse eliminado o ar entre as particulas da droga e permanecesse uma camada sobre a droga.
Apds montagem do aparato, ficou em repouso por 24 h. Durante a percolagdo, a velocidade
foi controlada. Ao término da percolacdo com os 100 mL do solvente, toda a tintura foi
filtrada em papel de filtro para frasco de vidro ambar, fechado hermeticamente e armazenado

sempre em geladeira.

4.3. PADROES E SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

4.3.1. Acido caurenoico

O 4cido caurenoico foi isolado a partir de um extrato cloroférmico das raizes
tuberosas de Smallanthus sonchifolius (Poepp & Endl.). A substincia isolada foi caracterizada
estruturalmente por meio de espectros RMN de 'H, RMN de "C e também pela comparagdo
com a literatura por Carvalho (2015). Esta substincia foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Ademar Alves da Silva Filho da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora, Brasil)

para a realizagdo deste trabalho.

4.3.2. Acido betulinico

O 4cido betulinico — acido 3B-Hidroxi-20(29)-lupaeno-28-6ico, com teor acima
de 97% por HPLC, marca Sigma e usado como padrio interno, foi adquirido da empresa

Sigma-Aldrich.
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4.4. SOLVENTES UTILIZADOS

> Agua ultrapura obtida de sistema de purificacio Mili-Q®.

» Acetonitrila ultra filtrado grau HPLC da marca J. T. Baker/Avantor, Xalostoc,
Meéxico

» Alcool etilico absoluto da marca Dindmica, Diadema — SP, Brasil.

» Alcool metilico ultra filtrado grau HPLC da marca J. T. Baker/Avantor,
Xalostoc, México.

» Acido férmico da marca Merck, Darmstadt, Alemanha.

4.5. PRODUTOS FITOTERAPICOS ADQUIRIDOS NO MERCADO

Para o desenvolvimento e teste da metodologia, foram comprados produtos
fitoterapicos em drogarias locais da cidade de Juiz de Fora — MG, preparados a base de
Mikania glomerata. Os nomes dos produtos e seus respectivos fabricantes nao serdo revelados
e codigos serdo atribuidos para fins de identificagdo das amostras avaliadas.

» Xarope de guaco BT - Xarope de Mikania glomerata padronizado em
cumarina (0,036 mg/mL). Indicado como expectorante e broncodilatador. Composto de 60
mg/mL de extrato fluido de folhas de M. glomerata e veiculo (sorbitol, 4gua purificada,
sacarina sddica, hietelose, metilparabeno, propilparabeno e aroma de hortela.

» Xarope de guaco NL - Xarope de Mikania glomerata padronizado em
cumarina (0,0882 mg/mL). Indicado como expectorante e broncodilatador. Composto de
117,6 mg/mL de extrato fluido de folhas de M. glomerata e excipientes (carmelose sddica,
metilparabeno, propilparabeno sucralose, sorbitol, aroma de menta, aroma de mel e 4gua
purificada

» Extrato comercial de guaco, de composi¢do ndo declarada, usado como matéria
prima na producdo de medicamentos fitoterapicos, produzido por empresa do estado de Sdo
Paulo e gentilmente fornecido por empresa de Juiz de Fora — MG para fins exclusivos de

pesquisas e que prefere ficar andnima.
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4.6. SOLUCOES ESTOQUE

4.6.1. Acido caurenoico 1,06 mg/mL

Pesaram-se 10,6 mg de acido caurenoico, que foram dissolvidos em 10 mL de
metanol utilizando-se um baldo volumétrico para acerto do volume. Dessa forma a solucgdo
estoque foi obtida na concentracdo 106 mg/mL, a qual foi deixada no banho de ultrassom por
15 minutos e, posteriormente, armazenada em frasco de vidro ambar, hermeticamente fechado

e sob refrigeracao.

4.6.2. Acido betulinico 0,104 mg/mL

Pesaram-se 1,04 mg de 4cido betulinico, que foram dissolvidos em 10 mL de
metanol utilizando-se um baldo volumétrico para acerto do volume. Dessa forma a solugéo
estoque foi obtida na concentracdo 0,104 mg/mL, a qual foi deixada no banho de ultrassom
por 15 minutos e, posteriormente, armazenada em frasco de vidro dmbar, hermeticamente

fechado e sob refrigeragéo.

4.7. INSTRUMENTACAO

4.7.1. Desenvolvimento do método quantitativo por Cromatografia Liquida de
Alta eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas triplo quadrupolo em

tandem (HPLC-QqQ-MS/MS)

Para desenvolvimento do método e avaliacdo quantitativa do 4cido caurenoico, o
Laboratério de Eletroforese Capilar (LabEC) da Universidade Federal de Santa Catarina

disponibilizou os seguintes equipamentos:
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» HPLC Agilet Technologies (Waldboon, Alemanha). Modelo 1.200 series,
equipado com bomba quaternaria (G1311A), desgaseificador online (G1322A),
compartimento de colunas termostatizado (G1316A) e autoamostrador (G1367B).

» Coluna Synergi 4 um Polar-RP 80 A do fabricante Phenomenex e dimensdes:
150 mm x 2,00 mm, contendo particulas de tamanho 4 pm.

» Espectrometro de Massas do fabricante Aplied Biosystems (Absciex) —
Toronto, Canada. Modelo 3.200 Q Trap (triplo quadrupolo) equipado com fonte de ionizagdo
do tipo ESI (Turbolon Spray) que usa nitrogénio como géis de secagem, nebulizagdo e colisdo.
Resolucao em Unit.

> Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®; Millipore do Brasil.

» Agitador tipo Vortex QL-901 Biomixer.

» Balanca analitica Shimadzu modelo AUY?220.

» Microcentrifuga, modelo MiniSpin plus; Eppendorf.

» Micropipeta automatica de 100 a 1.000 puL.

» Micropipeta automatica de 10 a 100 pL.

» Ponteiras descartaveis de capacidade 100 pL

» Ponteiras descartaveis de capacidade 1.000 pL

» Microtubos descartaveis do tipo eppendorf de capacidade de 2,0 mL

O tratamento dos dados foi realizado pelo software: Analyst 1.6.2. A integracdo

dos picos foi realizada pelo algoritmo do software (integracdo automatica).

4.7.1.1.  Preparo das amostras — Dilui¢do

Todas as amostras foram diluidas em acetonitrila para verificacdo da intensidade
do sinal analitico. Foram testadas as amostras diluidas em trés dilui¢des diferentes:
* Amostra diluida 10 vezes — 1 parte de amostra para 9 partes de
acetonitrila.
* Amostra diluida 100 vezes — 1 parte de amostra para 99 partes de
acetonitrila.
* Amostra diluida 1.000 vezes — 1 parte de amostra para 999 partes de

acetonitrila.



42

As amostras foram diluidas diretamente nos microtubos descartaveis do tipo
eppendorf. Apds a diluicdo volumétrica com auxilio das micropipetas automdticas, as
amostras foram homogeneizadas no agitador tipo vortex durante 1 minuto e centrifugadas a
14.000 rpm por 3 minutos. As porcdo superior do liquido resultante em cada microtubo foi
coletada e analisada.

A partir dos sinais analiticos obtidos, os produtos adquiridos no mercado,
comercializados nas formas de xarope foram analisados diluidos 10 vezes. O extrato e a

tintura foram analisados diluidos 1.000 vezes.

4.7.1.2.  Otimizagdo dos pardametros cromatogrdficos

A otimizacdo dos parAmetros com a coluna cromatografica foi realizada testando
diferentes combinacdes de acetonitrila e dgua para compor a fase mével. A definicdo do
melhor sistema cromatografico foi baseada no melhor perfil dos picos cromatograficos das
diferentes amostras analisadas. Foram considerados como fatores de escolha, a intensidade do
sinal analitico, a resolugd@o entre os picos eluidos e o tempo da elui¢do do pico referente ao
acido caurenoico. O método cromatografico que melhor atendeu aos critérios estipulados sdo

apesentados na Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢Ges ideais do método cromatografico desenvolvido

Tempo total (min) Vazao (pL/min) Agua (%) ACN (%)
5% 250 50 50
2 250 50 50
4 250 5 95
11 250 5 95

*tempo de condicionamento prévio da coluna

Fonte: Dados da pesquisa
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O método desenvolvido utilizou a modalidade de elui¢cdo do tipo fase reversa. A
fase movel utilizada € composta dos solventes, dgua e Acetonitrila. O modo de eluicdo
empregado foi 0 modo gradiente, com volume de injecdo de 5 pL. e vazdo constante de 0,250
mL/min. O tempo de 5 minutos para condicionamento prévio da coluna e tempo de 11

minutos referente ao tempo de andlise propriamente dito.

4.7.1.3.  Otimizacdo dos pardmetros referentes ao método espectrométrico para

cada transicdo monitorada (infusdo direta no MS)

Para avaliacdo inicial do acido caurenoico e do acido betulinico (usado como
padrdo interno), o ponto de partida foi a infusdo direta do padrdo para verificacdo do sinal
analitico e definicdo da melhor energia de colisdo. A infusdo da substancia foi realizada em
detector de espectrometria de massas com fonte de fons do tipo ESI e analisador triplo
quadrupolo com recursos em tandem. A amostra do padréo foi previamente solubilizada em
MeOH de graduacdo HPLC. O modo de aquisi¢do dos dados utilizado foi o0 modo negativo.
Para otimizagdo dos pardmetros de declustering potencial (DP), entrance potencial (EP),
collision cell entrance potencial (CEP), collision energy (CE) e cell exit potencial (CXP), a
concentracdo dos analitos foi variada a fim de atender as especificacdes do equipamento para

otimizacdo automaética através de MRM e estdo resumidos na tabela 4.

Tabela 4. Parametros de cada transi¢ao monitorada - infusdo direta do AC e do AB no

equipamento de MS

01 03 = DP EP CEP CE  CXP
(Da) (Da) (ms) V) V) V) V) V)

Substincia

Acido 301,0 3010 1500 -550 -45 -160 -80  -40
caurenoico

Acido 4550 4550 1500 -550 -45 -160 -80  -40
betulinico

* Tempo para aquisi¢do dos dados (dwell time)

Fonte: Dados da pesquisa
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4.7.1.4.  Otimizacdo dos pardmetros gerais do método espectrométrico

A otimizag¢do dos parametros dos gases da fonte de ionizagao, curtain gas (CUR),
collision gas (CAD), nebulizer gas (GS1), turbo gas (GS2), ion spray voltage (IS) e
temperatura da fonte, foi realizada em conformidade com as recomendagdes do fabricante,

baseados no fluxo da fase movel, e estdo resumidos na tabela 5.

Tabela 5. Pardmetros gerais de ionizacdo do método espectrométrico

FONTE / GAS
Fonte de ions ESI (Turbospray)
Curtain Gas (CUR) 10,0 psi
Colision Gas (CAD) Média intensidade
IonSpray (IS) -4.500,0 V
Temperatura 450,0 °C
Fonte do gas 1 (GS1) 45,0 psi
Fonte do gas 2 (GS2) 45,0 psi
Aquecedor da interface Ligado

Fonte: Dados da pesquisa

4.7.1.5.  Suavizacdo dos picos cromatogrdficos — Auto Smooth

A amostra do xarope BT se mostrou bastante complexa e apresentou ruido na
linha base. Um recurso de suaviza¢do do tracado do pico cromatografico disponivel no
software do equipamento foi utilizado com a finalidade de melhorar a relacdo sinal ruido. De
acordo com o manual, o algoritmo do software, para suavizar dados define os valores de trés
pontos de dados; O ponto atual, o ponto anterior e o ponto subsequente. Os valores sdo
multiplicados pela soma dos valores ponderados, soma esses valores e, em seguida, divide o
total pela soma dos valores de massa do analito avaliado.

As areas integradas dos picos suavizados com o recurso auto Smooth foram

comparadas com as dreas sem a utilizacdo do recurso
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4.7.1.6.  Precisdo instrumental

Para avaliag@o do erro relacionado com a instrumentagdo, areas dos picos do 4cido
caurenoico e do padrdo interno foram analisadas sequencialmente, nas mesmas condicdes e
comparadas entre si. Foi realizada comparacgdo do pico suavizado (recurso auto Smooth) e do pico

sem suavizacio.

4.7.2. Desenvolvimento do método qualitativo por Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas de quadrupolo tinico

e tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS/MS).

A confirmagio qualitativa foi realizada no Nucleo de Identificagdo e Pesquisa em
Principios Ativos Naturais (NIPPAN) / CENTRALBIO da Faculdade de Farméicia da
Universidade Federal de Juiz de Fora e foram utilizados os equipamentos, listados a seguir,
para o desenvolvimento deste trabalho.

» UHPLC Waters Corporation (Milford, Estados Unidos da América) com
gerenciador quaternario de solventes (QSM), organizador e gerenciador de amostras FTN
(SM-FTN), aquecedor de coluna e controladores de pressao.

» Espectrometro de Massas modelo Xevo G2-XS QTof, equipado com analisador
quadrupolo (MS1) de alta resolucdo, analisador de massas Tof (MS2) de alto desempenho,
cela de colisao (XS) e fonte de ionizagdo ESI/APCI integrada.

» Coluna de UHPLC Waters Acquity BEH® Cis, dimensdes 100 mm x 2,1 mm e
particulas de 1,7 pm de diametro;

> Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®; Millipore do Brasil.

» Agitador tipo Vortex QL-901 Biomixer.

» Balanca analitica Shimadzu modelo AUY?220.

» Microcentrifuga, modelo MiniSpin plus do fabricante Eppendorf.

» Micropipeta automatica de 100 a 1.000 puL.

» Micropipeta automatica de 10 a 100 pL.

» Ponteiras descartaveis de capacidade 100 pL

» Ponteiras descartaveis de capacidade 1.000 pL

» Microtubos descartaveis do tipo eppendorf de capacidade de 2,0 mL
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O tratamento dos dados foi realizado pelo software MassLynx® V4.1. A
integracao dos picos foi realizada pelo algoritmo do software (integracdo automatica).

Para avaliagdo inicial do 4cido caurenoico, o ponto de partida foi a infusdo direta
do padrio para verificagdo do sinal analitico e definicdo da melhor energia de colisdo. A
infusdo da substancia foi realizada em detector de espectrometria de massas com fonte de ions
do tipo ESI e analisador Q-TOF. A amostra do padrdo estava previamente solubilizada em
MeOH de graduagao HPLC. O modo de aquisicdo dos dados utilizado foi o0 modo negativo,
capilar de 3.3 kV, com 20 V de tensdo no cone, temperatura de 150 °C na fonte, com
temperatura de dessolvatacio de 500 °C e vazdo do gas nitrogé€nio (N,) de 50 L/h. Para
colisdo dos ions formados foi utilizado o gis nobre argénio (Ar). Energias de ionizacdo
crescentes de 0 até 60 eV foram utilizadas.

Ap6s defini¢do dos pardmetros ideais do equipamento com a utilizacdo do padrdo
de acido caurenoico, as amostras dos produtos de mercado, da matéria prima e da tintura
produzida foram preparadas. Cada amostra teve uma aliquota de 1,0 mL transferida para um
microtubo do tipo eppendorf. Em cada tubo foi adicionado 1,0 mL. de MeOH de grau HPLC,
homogeneizados em agitador do tipo vortex e centrifugados a 10.000 rpm durante 5 min.

Apds definicdo das melhores condigdes de ionizagdo e selecdo do fon para
deteccdo por massas, as amostras preparadas foram analisadas para desenvolvimento de
condicdes cromatograficas ideais para analise do 4cido caurenoico nas diferentes amostras, de

acordo com o apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Condigdes testadas para desenvolvimento do método cromatografico

Condicao Tipo de Condicao Cromatografica
Eluicao
1 Gradiente * 0- 10 min: gradiente linear 5 a 98 % de ACN em
agua*

* 10— 11 min: 98 % de ACN em agua*
e 11-15min: 2 % de ACN em 4gua*
* Vazao: 0,4 mL/min
* Temperatura da coluna: 45 °C

2 Gradiente * 0—7 min: gradiente linear 30 a 100 % de ACN*
* 7—8 min: 100 % de ACN*




8 — 12 min: 30 % de ACN em 4gua*
Vazao: 0,4 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Gradiente

0 — 5 min: gradiente linear 50 a 100 % de ACN*
5 =7 min: 100 % de ACN*

7 — 10 min: 50 % de ACN em agua*

Vazio: 0,4 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Gradiente

0 — 3 min: gradiente linear 30 a 70 % de ACN em
agua*

3 —4 min: 100 % de ACN*

4 — 7 min: 70 % de ACN em 4gua*

Vazio: 0,4 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Gradiente

0 — 5 min: gradiente linear 50 a 100 % de MeOH*
5 =7 min: 100 % de MeOH*

7 — 10 min: 50 % de MeOH em é4gua*

Vazdo: 0,4 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Gradiente

0 — 5 min: gradiente linear 50 a 100 % de ACN**
5 =7 min: 100 % de ACN**

10 — 11 min: 50 % de ACN em 4gua**

Vazio: 0,4 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Isocréatica

0 — 10 min: 70 % de ACN em agua*
10 — 11 min: 70 a 100 % de ACN*
11 - 12 min: 100 % de ACN*
Vazdo: 0,2 mL/min

Temperatura da coluna: 45 °C

Isocréatica

0 — 10 min: 80 % de ACN em agua*
10 — 11 min: 80 a 100 % de ACN*
11 - 12 min: 100 % de ACN*

47
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¢  Vazdo: 0,2 mL/min

* Temperatura da coluna: 45 °C

9 Isocrética * 0-10 min: 65 % de ACN em agua*
* 10— 11 min: 65 a 100 % de ACN*

* 11-12min: 100 % de ACN*

¢  Vazio: 0,4 mL/min

* Temperatura da coluna: 45 °C

10 Isocrética * 0-10 min: 60 % de ACN em agua*
* 10-11 min: 60 a 100 % de ACN*
* 11-12min: 100 % de ACN*

* Vazio: 0,4 mL/min

* Temperatura da coluna: 45 °C

*Acidificados com 0,01 % de acido férmico; ** Acidificados com 1,00 % de
acido férmico

Fonte: Dados da pesquisa

Ap6s andlise das amostras e avaliacdo dos cromatogramas, notou-se que a melhor
condicdo cromatogrifica para analise confirmatéria do acido caurenoico foi a condicdo 3.

Em resumo, o método desenvolvido utiliza a fonte de ionizacdo ESI, no modo de
aquisicdo de fons negativo, capilar de 3,3 kV, 20 V de tensao no cone, temperatura de 150 °C
na fonte, com temperatura de dessolvatacdo de 500 °C e fluxo do gas nitrogénio (N,) de 50
L/h. Para colisdo dos fons formados foi utilizado o gés nobre argdnio (Ar) e foi utilizada
energia de colisdo de 30 eV, definida por ser uma energia intermediaria, visto que na infusio
direta ndo houve formacdo de fragmentos. Foi selecionado como alvo o valor de m/z de
301,24, referente a massa molecular com a perda de um préton e todo o monitoramento foi
voltado para este fon pseudomolecular formado. O Software MassLynx® foi usado para fazer
a integracdo automatica dos picos a partir de anélises dos cromatogramas de dos espectros de

massas dos picos obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mencionado anteriormente, o acido caurenoico ndo € o marcador
quimico nos fitoterapicos produzidos a partir da M. glomerata, no entanto, os produtos a base
de guaco foram escolhidos, principalmente em funcdo da presenca do AC nesta planta,
conforme apresentado pela literatura e também, pela importincia socioecondmica destes
produtos, ja que, esta espécie faz parte de um contexto de grande interesse para a saide
publica e se encontra presente na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao

SUS (RENISUS) nas politicas de promocao da saide no Brasil.

5.1. ELETROFORESE CAPILAR E DETECCAO POR UV-Vis E ARRANJOS DE
FOTODIODO (DAD)

Conforme apresentado na Introducdo, a proposta inicial deste trabalho foi o
desenvolvimento de um método para analise do 4cido caurenoico em matrizes complexas por
eletroforese capilar, como técnica de separacdo, acoplada a detector ultravioleta com arranjos
de diodos.

Testes foram realizados empregando os recursos da técnica de separagcdo por
eletroforese capilar em zona. Foram empregados os recursos da detecgdo direta e deteccdo
indireta com emprego de tipos diferentes de eletrdlitos, no entanto, a baixissima solubilidade
do padrdao em agua, mesmo em diferentes pH’s, inviabilizou a escolha da eletroforese capilar
aquosa classica.

Como alternativa, tentou-se empregar a eletroforese nao aquosa (NACE), ja que a
literatura reporta casos de sucesso no emprego deste tipo de separacdo para andlise de
terpenos bioativos, como o acido ursoélico e acido oleandlico (QI et al., 2006).

Nas andlises realizadas que empregaram os recursos da eletroforese ndo aquosa, a
solubilizacdo do padrio de 4cido caurenoico foi eficiente, entretanto, o detector com arranjos
de diodo ndao promoveu deteccdo eficiente, inviabilizando, desta forma, a utilizacdo deste
detector neste tipo de andlise do acido caurenoico. Estes resultados corroboram estudos
anteriores realizados por Matos (2016) e Gasparetto et al. (2011) sobre a baixa absortividade

molar da molécula.
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A literatura reporta que nos comprimentos de onda de 200 nm a 220 nm ocorre a
melhor detec¢do do 4cido caurenoico, no entanto, nas analise realizadas ndo foram observados
picos relacionados ao 4cido caurenoico. Anédlises posteriores demonstraram que, em
comprimentos de onda nessa regido, os solventes alcool etilico e alcool metilico, utilizados na
solubilizacio do padrdo, também sofrem absor¢do da luz ultravioleta e interferem no
resultado.

Apos esta abordagem por eletroforese capilar e detec¢do por UV-Vis, optou-se
pelo método de separacdo cromatografica com detec¢do por espectrometria de massas para
dar continuidade ao desenvolvimento de um método para anélise do 4cido caurenoico em

matrizes complexas.

5.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO QUANTITATIVO POR HPLC-QqQ-
MS/MS.

5.2.1. Cromatogramas e espectros de massas obtidos por HPLC-QqQ-MS/MS.

A primeira etapa foi a escolha do modo de ionizacdo a ser utilizado: positivo ou
negativo. No modo positivo, procura-se pela massa do analito acrescida de um préton (HY), ja
em modo negativo, busca-se pela massa do analito desprotonado. Substancias Aacidas
apresentam sinais de maior intensidade quando analisadas com polaridade negativa, em
funcdo da facilidade se perder o proton (H"), favorecida pela aplicacdo de polaridade negativa
ao capilar da fonte ionizante. Trabalhos anteriores confirmam que o AC tem este
comportamento (MIYAZAKI, 2015; GASPARETTO, 2011). Por este motivo foi escolhido o
modo de ioniza¢@o negativo para detec¢do do composto alvo.

Inicialmente foi realizada infusdo direta do padrio para avaliar os fons formados,
no entanto, nao foi observada fragmentacdo do acido caurenoico. A ausé€ncia de fragmentagdo
ja era esperada de acordo com recentes estudos reportados na literatura (MIYAZAKI, 2015;
GASPARETTO, 2011).

O modo MRM foi escolhido para monitoramento da relacdo massa / carga (m/z).
Este monitoramento ¢é feito pelos produtos de razdo m/z especificas apds a fragmentagdo do
fon precursor. Como ndo houve fragmentacdo, a razdo m/z monitorada foi a mesma no

primeiro e no ultimo quadrupolo.
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A Figura 7 mostra o cromatogramas TIC (do inglés total ion cromatogram) que
representa o cromatograma das intensidades somadas dos ions selecionados, de relacdo m/z

igual a 301,000 e 455,000, referentes ao analito e ao padrdo interno.

Figura 7. Cromatogramas TIC com monitoramento de 7/z do AC e do padrao interno.

W TIC of -MRM (2 pairs): from Sample 17 (Cext_1ppm_009) of 06julho2017_MESET1.wiff (Turbo Spray) Max. 1.5e5 cps
8.68 — acido caurenoico

1.5e5
1.4e5+
1.3e54
1.2e5+
1.1e54
1.0e5

9.0e4

8.0e4

Intensity, cps

7,064
6.064
8.84 — acido betulinico
5.064

4.0e4

3.0e4-
2.0e4+

1.0e4 4

0.0 ; : TN : : : : : ‘ :
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Time, min

Nota: FM — ACN:H,0 (95:5); Temperatura 40 °C; injecao 5 pL.; MRM em 301,000 e
455,000

Fonte: Dados da pesquisa

Conforme descrito no item 2.4 deste trabalho, os recursos do espectrometro de
massas possibilitou a resolugdo dos picos com tempos de retengcdo 8,68 e 8,84, tracando
curvas diferentes para cada relacdo m/z. A Figura 8 mostra o cromatogramas XIC (do inglés
Extracted lon Chromatogram) que representa um cromatograma de fons extraidos. Ele mostra

o comportamento das relagdes m/z 455,000 e 301,000 de forma individualizada.
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Figura 8. Cromatogramas XIC com monitoramento de m/z do AC e do padrdo

interno.

W XIC of -MRM (2 pairs): 301.000/301.000 Da from Sample 17 (Cext_1ppm_009) of 06julho2017_MESET1.wiff (Turbo Spray) Max. 1.5e5 cps
1.5e5 8.68 — 4cido caurenoico
1.4e54
1.3e54
1.2e54
1.1e54
1.0e5+
9.0e4

@

S 8.0e4

>

‘@

5 7.0e4+

£
6.0e4

8.84 — 4cido betulinico
5.0e4
4.0e4
3.0e4
2.0e4
1.0e4 4
4
0.0 i U U= T T T T T T
1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 10.0
Time, min

Nota: FM — ACN:H,0 (95:5); Temperatura 40 °C; injecdo 5 pL; MRM em 301,000 e
455,000. Azul — AC; Vermelho — padrio interno

Fonte: Dados da pesquisa

Por meio do equipamento de espectroscopia de massas, ainda foi possivel a
confirmacgdo da relacdo m/z referente a cada um dos picos, tanto nos cromatogramas TIC
quanto nos cromatogramas XIC. A Figura 9 mostra os espectros de massas dos picos do

cromatograma com tempos de retencdo 8,68 em e 8,84.
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Figura 9. Espectros de massas dos picos com tempos de retencio 8,68 e 8,84.

Intensity, cps

[ -MRM (2 pairs): 8.857 min from Sample 17 (Cext_1ppm_009) of 06julho2017_MESET1.wiff (Turbo Spray) Max. 3.8e4 cps|
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Nota: FM — ACN:H,0 (95:5); Temperatura 40 °C; injecdo 5 pL; MRM em 301,000 e
455,000.

Fonte: Dados da pesquisa

A partir dos resultados observados, pdde-se encontrar um detector eficiente para

continuar os estudos com o acido caurenoico. Somando-se as informacgdes da literatura como,

a massa do fon desprotonado, a auséncia de fragmentacio da substincia quando submetida a

ionizacdo ESI e o tempo de retencdo do padrio, iniciou-se a etapa de investigagdao do analito

nas amostras.

5.2.2. Precisao instrumental e avaliacdo do impacto da suavizacio de picos (auto

smooth)

Com o objetivo de melhorar a relacdo entre sinal e ruido, o recurso de suavizacio

foi empregado. O efeito suavizante foi bastante brando e o impacto pode ser observado na

Figura 10.
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Figura 10. Comparativo do recurso de suavizagdo sobre os Cromatogramas — auto smoth
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Para suportar a tese de que a suavizagdo ndo impacta na qualidade das anélises,
fez-se uma medida da precisdo instrumental, onde razio entre as areas dos picos de seis
amostras sequenciais foram comparadas quanto a utilizagdo ou néo do recurso de suavizagdo.

Estes resultados foram sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7. Precisdo instrumental e avaliacdo do impacto da suavizacdo

COM SUAVIZACAO
Amostra Area do AC Area do padrio Razao entre as
interno areas (AC/AB)
1 ERRO ERRO ~

2 7,62 x 10° 4,83 x 10° 1,58

3 8,51 x10° 549 x 10° 1,55

4 8,26 x 10’ 526x 10° 1,57

5 6,71 x 10° 4,40 x 10° 1,53

6 6,59 x 10° 420x 10° 1,57

Média 7,54 x 10° 4,84 x 10° 1,56

Desvio Padrio 8,74 x 10* 5,48 x 10* 0,02

CV (%) 11,60 11,34 1,37

SEM SUAVIZACAO

Amostra Area do AC Area do padrio Razao entre as
interno areas (AC/AB)

1 9,32 x 10° 3,52x 10° 1,59

2 7,68 x 10° 4,83 x 10° 1,56

3 8,55 x 10° 549 x 10° 1,58

4 8,33x 10° 526 x 10° 1,53

5 6,73 x 10’ 4,40 x 10° 1,58

6 6,63 x 10° 420x 10° 1,57

Média 7,87 x 10° 4,6 x 10° 1,57

Desvio Padrao 1,06 x 10° 5,48 x 10°* 0,02

CV (%) 13,50 13,73 1,57

Fonte: Dados da pesquisa
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A Tabela 7 demonstra que a diferenca de precisdo, baseada na comparagdo entre
as razdes das areas do padrio interno e do padrio de 4cido caurenoico é minima (1,57 — 1,37).
Desta forma, pode-se inferir que a variagdo relacionada ao equipamento, empregando o
recurso de suavizagdo, ou ndo empregando tal recurso, pode ser desconsiderada, ou seja, o

equipamento se mostrou preciso nas condicdes de analise desenvolvidas.

5.2.3. Quantificacio do acido caurenoico nas amostras

Para que seja possivel a andlise quimica quantitativa, ou seja, a determinagdo da
quantidade de um determinado composto presente em uma amostra, ¢ imprescindivel a etapa
de calibragdo. O termo calibracio é definido como um conjunto de operacdes que
estabelecem, sob condi¢des especificadas, a relacdo entre os valores indicados por um
instrumento de medida, sistema, ou valores apresentados por um material de medida,
comparados aqueles obtidos com um padrao de referéncia correspondente (BRASIL, 2001).

A construg¢do de curva de calibracdo pode se dar por diferentes métodos, tais
como o método da adicdo de padrio, o método de superposicio de matriz ou por
padronizagdo externa. O método da adi¢do de padrido foi escolhido para quantificagdo do
acido caurenoico nas amostras. O método de adicdo padrio consistiu na adicdo de
quantidades conhecidas do padrio de acido caurenoico a quantidades conhecidas das
amostras, antes do seu preparo. Estas amostras com o padrdo incorporado foram utilizadas
para a obtencdo dos cromatogramas. Curvas analiticas foram construidas relacionando as
quantidades da substincia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas. O ponto
onde a reta encontra o eixo das ordenadas corresponde a area do pico do 4cido caurenoico
sem adicdo do padrdo. A extrapolagdo da curva para o eixo das abcissas resultou na
concentracdo do analito na amostra analisada (HARRIS, 2009; HARVEY, 2000;
PIMENTEL; BARROS NETO, 1995; BERG, 1988).

Independentemente do método de calibracdo empregado, para que uma curva de
calibrag@o seja considerada confidvel é imprescindivel que seja avaliada sua linearidade, ou
seja, sua capacidade em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do
analito (ICH, 1995). Para tal, utiliza-se o coeficiente de correlacdo r (CHUI, 2001); quanto
mais proximo de 1,0 o valor de r, menor a dispersdo do conjunto de pontos e menores 0s

erros associados aos coeficientes linear e angular, calculados a partir da regressdo linear da
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reta. O INMETRO (2007) recomenda um coeficiente de correlacdo com valor superior a 0,90
e a ANVISA (2003) aceita o coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,99. A Figura 11 ilustra o

método de quantificacio por adicdo de padrio.

Figura 11. Grafico da extrapolagéo linear por adi¢do de padrio.

F Y
Area

Leitura da amostra sem
adicdo de padrido

Concentracio do
analito na amostra

[

Ci C2  Quantidade
adicionada

Fonte: Adaptado de Berg (1988)

O método de adicdo padrio é trabalhoso, no entanto, foi o0 método empregado
pelo fato de as amostras analisadas neste trabalho serem complexas e também em func¢do da
impossibilidade de se preparar uma matriz isenta de Aacido caurenoico, visto que, a
composicdo quantitativa e qualitativa de todas as amostras € desconhecida (SNYDER, 2010).

Apés otimizagdo e definicdo das melhores condi¢des cromatograficas e dos
parametros do espectrometro de massas, apresentados nas tabelas 3, 4 e 5, foi realizada uma
triagem, com a finalidade de se definir as melhores concentracdes do padrio de &cido
caurenoico e do padrio interno, para a construcio das curvas de calibragdo. Foram avaliadas

as respostas do equipamento nas concentra¢des do acido caurenoico de 0,100 mg/L, 0,500



58

mg/L e 1,000 mg/L, todas na presenca de padrdo interno com a finalidade de se eliminar as
variagdes dos equipamentos. A partir da andlise dos resultados destas tabelas, as curvas de
calibragdo foram construidas a partir das analises com adi¢do das concentracdes de 0,212
mg/L, 0,636 mg/L e 1,06 mg/L do padrio de &4cido caurenoico e da concentracio
intermediaria de 0,5 mg/L. do padrdo interno. A triagem das concentracdes com as areas

observadas sdo sumarizadas na Tabela 8.

Tabela 8. Triagem da concentracio ideal dos padrdes

Concentragdo Area do padrao Area do padrio
(mg/L) de AC interno
0,1 2,19x 10’ -
0,5 8,63 x 10° 7,32x 10°
1,0 1,42 x 10° -
Concentracao
adicionada* (mg/L)
0,212 1,90 x 10°
0,636 5,67 x 10°
1,060 9,48 x 10°

*concentragdes corrigidas conforme a massa do padrio pesada

Fonte: Dados da pesquisa

Apo6s a realizacdo da triagem da concentracdo dos padrdes, foi empregada a
mesma ideia para avaliagdo das diluicdes ideais para analise das amostras. Apds preparo
conforme item 4.7.1.1 as amostras foram analisadas de acordo com os sinais analiticos
obtidos. Os produtos fitoterapicos xarope NL e de xarope BT, adquiridos no mercado, foram
analisados ap0s a dilui¢do de 10 vezes. O extrato comercial e a tintura foram analisados

diluidos 1.000 vezes. As areas obtidas estdo sumarizadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Triagem para obtencdo da dilui¢do ideal de cada amostra antes da

quantificagdo.
Area do pico do
Amostra Diluicdo
analito
Extrato 5
1,45 x 107 1:1.000

comercial
Xarope NL 4,72 x 10° 1:10
Xarope BT <LD 1:10

Tintura 1,09 x 10° 1: 1.000

Fonte: Dados da pesquisa

Definidas as dilui¢des ideais de analise, foram construidas curvas de calibracdo
com adicdo de padrdo e com andlise em triplicata em cada ponto, para cada um dos produtos.
A Figura 12 apresenta o grafico de adi¢do de padrdo, com a equacdo da reta obtida e o valor

de R*do extrato comercial.
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Figura 12. Gréafico da curva por calibragio por adi¢do de padréo no extrato

comercial
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Fonte: Dados da pesquisa

Para a anilise de cada produto, foram realizadas as estimativas dos limites, de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) em conformidade com o estabelecido pela legislacao
brasileira, que leva em consideragcdo a inclinacdo da curva de calibracdo e o desvio padrdo
(ANVISA, 2017). Desta maneira o LD para o extrato comercial foi estimado em 1,000 x 10 4
mg/mL e o LQ em 1,000 x 10 B mg/mL.

A equagio da reta foi ajustada utilizando a anélise da regressdo de acordo com o
método do ajuste por minimos quadrados (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001) e

a seguinte equacdo foi obtida:

y(+0,0694) = 1,7818(+0,0492)x + 0,3405(+0,0309)
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A partir da extrapolacdo da curva para o eixo das abcissas e empregando a
formula da reta ajustada, foi possivel calcular a concentracdo de 0,191 mg/mL de &4cido
caurenoico no extrato comercial.

Em paralelo foram realizadas anélises da tintura seguindo o mesmo procedimento

e a Figura 13 apresenta o grafico por adi¢do de padrido, com a equacio da reta obtida e o valor
de R%.

Figura 13. Grafico da curva de calibragdo por adi¢do de padrao na tintura

hidroalcodlica
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Fonte: Dados da pesquisa

Seguindo o mesmo procedimento para a tintura hidroalcodlica, realizaram-se as
estimativas dos limites, de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) em conformidade com o
estabelecido pela legislagdo brasileira e desta maneira o LD para a tintura hidroalcodlica foi

estimado em 5,687 x 10 N mg/mL e 0 LQ em 5,687 x 10 4 mg/mL.
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A equagdo da reta foi ajustada utilizando a anélise da regressdo de acordo com o

método do ajuste por minimos quadrados e a seguinte equagao foi obtida:

y(£0,0841) = 1,65(4+0,0596)x + 1,5348(+0,0374)

A partir da extrapolacdo da curva para o eixo das abcissas e empregando a
formula da reta ajustada, foi possivel calcular a concentragdo de 0,930 mg/mL de acido
caurenoico na tintura hidroalcodlica.

Em paralelo foram realizadas analises no xarope de guaco NL seguindo o mesmo

procedimento e a Figura 14 apresenta o grafico por adicdo de padrdo, com a equagdo da reta

obtida e o valor de R*.

Figura 14. Grafico da curva de calibracdo por adicdo de padrdo no xarope

de guaco NL.
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Fonte: Dados da pesquisa
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Seguindo o mesmo procedimento para o xarope de guaco NL, realizaram-se as
estimativas dos limites, de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) em conformidade com o
estabelecido pela legislagdo brasileira e desta maneira, o LD para o xarope de guaco NL foi
estimado em 1,522 x 10 - mg/mL e o LQ em 1,522 x 10 3 mg/mL.

Da mesma forma que nos casos anteriores, partiu-se da extrapolacdo da curva
para o eixo das abcissas. A equagdo da reta foi ajustada utilizando a anélise da regressao, de

acordo com o método do ajuste por minimos quadrados e a seguinte equacao foi obtida:

y(+0,1081) = 1,7561(+0,0767)x + 0,5788(+0,0481)

A partir da extrapolacdo da curva para o eixo das abcissas e empregando a
formula da reta ajustada, foi possivel calcular a concentragdo de 0,003 mg/mL de acido
caurenoico no xarope de guaco NL.

Nao foi realizada a constru¢do da curva analitica com o produto fitoterapico
xarope BT porque, de acordo com a triagem para obten¢@o da dilui¢cdo ideal de cada amostra
antes da quantificacdo, a concentracdao do acido caurenoico neste produto € inferior ao limite
de deteccdo do método desenvolvido, de acordo com os resultados obtidos e reportados na
Tabela 9.

5.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO POR UHPLC-QTOF-MS/MS.

Conforme descrito no item 4.7.2, um método com objetivos qualitativos e
comprobatérios, foi desenvolvido em equipamento de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucéo.

Tanto em HPLC quanto em UHPLC existem dois tipos de modos de eluicdo:
gradiente e isocratico. Em sua configuracdo cléssica, a eluicdo em gradiente utiliza duas ou
mais bombas de fase mével para permitir que a proporcio entre solventes seja modificada em
funcdo do tempo. Na elui¢do em modo isocritico, o solvente, ou mistura de solventes,
adotado como fase moével, € mantido em proporcdo constante ao longo de toda a corrida
cromatografica. Testes envolvendo as condicdes cromatograficas foram realizados como
utilizagdo de proporcdes variadas de solventes (dgua, ACN e MeOH), alteracdo de pH de fase

moével e alteragdo de modo de eluicdo foram realizados com a finalidade de se atingir o
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melhor tempo de andlise e com bons sinais analiticos. As condi¢des testadas ja foram

sumarizadas na tabela 6.

5.3.1. Checagem do sinal analitico do padrao de acido caurenoico por UHPLC-

QTOF-MS/MS.

Corroborando as informacdes da literatura e os resultados obtidos nas anélises por
HPLC-QqQ-MS/MS, a infusdo direta do padrdo de &4cido caurenoico ndo produziu ions
fragmentos. Desta forma, nas andlises por UHPLC-QTOF-MS/MS, foram monitoradas as
moléculas desprotonado de relacdo m/z 301,24 em modo negativo de aquisi¢do de fons. Na
Figura 15 pode ser observado o cromatograma do padrdo de 4cido caurenoico nas condi¢des
ideais desenvolvidas e descritas no item 4.7.2. O analito teve o tempo de retencdo em 5,01
minutos, tempo este que, em associacdo com o espectro de massas, foi considerado para a

identificacdo do acido caurenoico nas amostras analisadas.

Figura 15 . Cromatograma TIC do 4cido caurenoico por UHPLC-QTOF-MS/MS

ALAN_AC_grad50_neg01 1: TOF MSMS ES-
TiC

1007 5.03¢6

"

Nota: FM — ACN:H,0 + 0,01 % de acido férmico; O — 5 min: gradiente linear 50 a 100 %
de ACN; 5 — 7 min: 100 % de ACN; 7 — 10 min: 50 % de ACN em 4gua; 45 °C; 4 pL/min;

Time

Fonte: Dados da pesquisa
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A partir do cromatogramas do padrao foi possivel verificar o espectro de massas

do ion desprotonado formado e de seus isdtopos conforme pode ser observado na Figura 16.

Figura 16. Espectro de massas referente ao pico com tg 5,01 minutos em

UHPLC-QTOF-MS/MS
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Nota: FM — ACN:H,0 + 0,01 % de acido férmico; O — 5 min: gradiente linear 50 a 100 %
de ACN; 5 — 7 min: 100 % de ACN; 7 — 10 min: 50 % de ACN em agua; 45 °C; 4 plL/min;

Fonte: Dados da pesquisa

No espetro de massas, pode-se observar claramente a relacdo m/z 301,24 referente
ao analito de interesse. No mesmo espectro de massas, ainda € possivel observar as relagoes

m/z 302,24 e 303,24 que fazem referéncia aos is6topos do analito.

5.3.2. Desenvolvimento do método qualitativo por Cromatografia Liquida de

Ultra Eficiéncia

As amostras preparadas de acordo com o item 4.7.2 foram analisadas com a
finalidade de desenvolvimento do método e otimizagdo das condicdes cromatograficas, para
andlise do 4cido caurenoico nas diferentes amostras. Os testes ja foram sumarizados na Tabela

6 e os cromatogramas obtidos nas andlises estdo reportados nas Figuras 17 a 22.
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Figura 17. Cromatogramas dos testes da condi¢do 1. Padrdo de AC (superior),

tintura (intermediario), xarope NL (inferior)
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Nota: FM — ACN:H,0 + 0,01 % de acido férmico; 0 — 10 min: gradiente linear 5 a 98 %

agua;

Fonte: Dados da pesquisa

de ACN em agua; 10 — 11 min: 98 % de ACN em 4gua; 11 — 15 min: 2 % de ACN em

45 °C; 4 pL/min;
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Com o objetivo de se diminuir o tempo da elui¢do dos picos, a propor¢do dos
solventes ACN : H20 foi alterada. A tintura foi escolhida para avaliar o impacto desta
alteracdo conforme pode ser observado na Figura 18.

Nota-se que, com o incremento na concentragdo de Acetonitrila na proporgéo, as
alteracdes realizadas nas condicdes 2, 3 e 4 tiveram impacto positivo, com observavel reducio
no tempo de eluicio dos picos. Observa-se ainda que, o cromatograma da condi¢do 4
apresentou o menor tempo de elui¢do dos picos, no entanto, também resultou em significativa

coelui¢@o dos primeiros picos do cromatograma quando comparado com as demais condicoes.
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Figura 18. Cromatogramas da tintura hidroalcodlica testada nas condi¢des 2

(superior), 3 (intermediario) e 4 (inferior).
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Nota: FM — ACN:H,0 + 0,01 % de 4cido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C; Superior: 0 — 7
min: gradiente linear 30 a 100 % de ACN, 7 — 8 min: 100 % de ACN, 8 — 12 min: 30 % de
ACN em 4agua; Intermediario: 0 — 5 min: gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min:

100 % de ACN, 7 — 10 min: 50 % de ACN em &4gua; Inferior: 0 — 3 min: gradiente linear
30 a 70 % de ACN em agua, 3 — 4 min: 100 % de ACN, 4 — 7 min: 70 % de ACN em agua

Fonte: Dados da pesquisa
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O resultado da andlise do extrato comercial na condicdo 3 (Figura 23) mostra que
se trata de uma amostra bastante complexa. Com a finalidade de se melhorar a resolucio dos
picos com tg 5,00 e 5,08 minutos, apresentados na Figura 23 (superior), foram testadas as
condicdes cromatograficas 5 a 10, compiladas anteriormente na Tabela 5. Na condi¢éo 5, o
solvente ACN foi substituido pelo solvente MeOH. O pH da FM foi alterado na condicdo 6.

Os cromatogramas destas condi¢des estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19. Cromatogramas do extrato comercial na condi¢do 5 (superior) e na

condicao 6 (inferior).
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Nota: Superior: FM — MeOH:H,0 + 0,01 % de écido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C, 0 -5
min: gradiente linear 50 a 100 % de MeOH, 5 — 7 min: 100 % de MeOH, 7 — 10 min: 50%
de MeOH em égua; Inferior: FM — ACN:H,0 + 1 % de 4cido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C,

0 — 5 min: gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min: 100 % de ACN, 10 — 11 min:

50 % de ACN em agua

Time

Fonte: Dados da pesquisa
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O modo de elui¢do isocratico foi uma alternativa empregada nos testes das

condicdes 7, 8, 9 e 10. Os cromatogramas destas condi¢gdes sdo apesentados nas Figuras 20 e
21.

Figura 20. Cromatogramas do extrato comercial na condi¢@o 7 (superior) e 8

(inferior).
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Nota: Eluig¢ao isocratica. FM — ACN:H,0 + 0,01 % de 4cido férmico, 0,2 mL/min, 45 °C;

Superior: 0 — 10 min: 70 % de ACN em 4gua, 10 — 11 min: 70 a 100 % de ACN. Inferior:

0 — 10 min: 80 % de ACN em 4gua, 10 — 11 min: 80 a 100 % de ACN, 11 — 12 min: 100%
de ACN.

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 21. Cromatogramas do extrato comercial na condi¢io 9 (superior) e 10

(inferior).
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Nota: Eluicao isocratica. FM — ACN:H,O + 0,01 % de 4cido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C;

Superior: 0 — 10 min: 65 % de ACN em 4gua, 10 — 11 min: 65 a 100 % de ACN, 11 — 12

min: 100 % de ACN. Inferior: O — 10 min: 60 % de ACN em agua, 10 — 11 min: 60 a 100
% de ACN, 11 — 12 min: 100 % de ACN.

Fonte: Dados da pesquisa
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A condicdo 9 mostrou melhor resolucdo do pico referente ao acido caurenoico,
com tg confirmado na Figura 22, entretanto, o modo de elui¢do gradiente da condi¢do 3 foi
escolhido para analise das amostras, j4 que apresentou menor tempo de retencdo, quando
comparado com as condi¢des isocraticas. A confirmacdo do pico pode ser feita com os

recursos do espectro de massas, conforme serd apresentado na Figura 23 (inferior).

Figura 22. Cromatograma do padrio de 4cido caurenoico na condi¢do 9.
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Nota: Eluicao isocratica. FM — ACN:H,O + 0,01 % de 4cido férmico, 0,4 mL/min, 45
°C; 0—10 min: 65 % de ACN em agua, 10 — 11 min: 65 a 100 % de ACN, 11 — 12 min:
100 % de ACN.

Time

Fonte: Dados da pesquisa

5.3.3. Confirmacao da presenca do acido caurenoico nas amostras quantificadas

por HPLC-QqQ-MS/MS

Apés definicdo das condigdes cromatografica, de ionizagdo e espectrométrica
ideais e checagem do sinal do padrdo, o método desenvolvido foi utilizado na investigagdo da
presenca do AC nas amostras do extrato comercial, da tintura hidroalcodlica e dos produtos

fitoterapicos do mercado, anteriormente quantificados por HPLC-QqQ-MS/MS.
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Figura 23. Cromatograma TIC (superior) e espectro de massas (inferior) do

extrato comercial.
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Nota: FM — ACN:H,O0 + 0,01 % de acido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C; 0 — 5 min:
gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min: 100 % de ACN, 7 — 10 min: 50 % de
ACN em 4gua;

Fonte: Dados da pesquisa

O tempo de retencdo reportado pelo equipamento no cromatograma é 5,00
minutos € sutilmente diferente do tempo de retencdo do padriao (de 5,01 minutos), entretanto,
no espetro de massas, pode-se observar claramente a relagdao m/z 301,24 referente ao analito
de interesse. No mesmo espectro de massas, ainda é possivel observar as relagdes m/z 302,24

e 303,24 que fazem referéncia aos isétopos do analito.
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Figura 24. Cromatograma TIC (superior) e espectro de massas (inferior) da

tintura hidroalcodlica.
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gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min: 100 % de ACN, 7 — 10 min: 50 % de

ACN em agua;

Fonte: Dados da pesquisa

O tempo de retencdo reportado pelo equipamento no cromatograma ¢é 5,00

minutos € sutilmente diferente do tempo de retencdo do padrdo (de 5,01 minutos), entretanto,

no espetro de massas, pode-se observar claramente a relagdo m/z 301,24 referente ao analito
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de interesse. No mesmo espectro de massas, ainda é possivel observar as relagdes m/z 302,24

e 303,24 que fazem referéncia aos isétopos do analito.

Figura 25. Cromatograma TIC (superior) e espectro de massas (inferior) do

produto fitoterapico xarope NL.
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Nota: FM — ACN:H,O + 0,01 % de acido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C; 0 — 5 min:
gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min: 100 % de ACN, 7 — 10 min: 50 % de

ACN em 4gua;

Fonte: Dados da pesquisa



76

O tempo de retencdo reportado pelo equipamento no cromatograma ¢é idéntico ao
tempo de retencdo do padrdo (de 5,01 minutos). Observa-se claramente a relagdo m/z 301,24
referente ao analito de interesse. No mesmo espectro de massas, ainda € possivel observar as

relacdes m/z 302,24 e 303,24 que fazem referéncia aos is6topos do analito.

Figura 26. Cromatograma TIC (superior) e espectro de massas (inferior) do

produto fitoterapico xarope BT
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Nota: FM — ACN:H,O0 + 0,01 % de acido férmico, 0,4 mL/min, 45 °C; 0 — 5 min:
gradiente linear 50 a 100 % de ACN, 5 — 7 min: 100 % de ACN, 7 — 10 min: 50 % de
ACN em 4gua;

Fonte: Dados da pesquisa
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O tempo de retencdo reportado pelo equipamento no cromatograma ¢é idéntico ao
tempo de retencdo do padrdo (de 5,01 minutos). Observa-se claramente a relagdo m/z 301,24
referente ao analito de interesse. No mesmo espectro de massas, ainda é possivel observar a
relacdo m/z 302,24 que faz referéncia ao is6topo do analito. Em funcdo da baixissima
concentracdo do analito na amostra, a relacdo m/z de 303,24 ndo foi apresentada claramente
neste espectro de massas.

Adicionalmente, a Figura 26 mostra que a analise por UHPLC-QTOF-MS/MS foi
eficiente na deteccdo do acido caurenoico em matrizes complexas, mesmo em baixissimas
concetragdes. O produto, xarope BT, havia sido analisa por HPLC-QgQ-MS/MS e a
quantidade ficou abaixo do limite de detec¢do do equipamento, de acordo com o método
desenvolvido.

A Tabela 10 sumariza uma relacdo entre as concentra¢des do acido caurenoico de
cada amostra, analisadas por HPLC-QqQ-MS/MS e os valores de areas integradas dos picos

obtidos das analises por UHPLC-QTOF-MS/MS.

Tabela 10. Relacéo entre as concentragdes de AC por HPLC-QqQ-MS/MS e os valores de
areas integradas dos picos obtidos por UHPLC-QTOF-MS/MS

Concentracdo em mg/mL Intensidade do sinal
Amostra
(HPLC-QqQ-MS/MS) (UHPLC-QTOF-MS/MS)
Extrato comercial 0,191 ++ +
Tintura hidroalcodélica 0.930 ++ ++
Xarope NL 0.003 ++
Xarope BT <LD +

Nota: Quanto maior a quantidade de “+”, maior foi o valor encontrado

Fonte: Dados da pesquisa

Embora a quantificagdo do acido caurenoico por UHPLC-QTOF-MS/MS nio

faca parte do escopo deste trabalho, as areas dos picos com o tg do analito foram integradas e
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os resultados corroboram os valores das concentracdes do analito encontrados nas anlises por

HPLC-QqQ-MS/MS.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho comprovou as informagdes da literatura no que diz respeito a
dificuldade de deteccdo do acido caurenoico por métodos espectrofotométricos, logo, os
métodos desenvolvidos representam alternativas valiosas para os estudos envolvendo esta
substincia em matrizes complexas, sem necessidade de preparo complexo das amostras, o que
garante grande agilidade ao processo analitico.

O método desenvolvido por HPLC-QqQ-MS/MS foi adequado para detecgdo e
quantificagdo do éacido caurenoico. O método desenvolvido por UHPLC-QTOF-MS/MS foi
adequado para comprovagdo qualitativa e detectou o 4cido caurenoico em concentragdes
inferiores ao limite de detec¢ao do método por HPLC-QqQ-MS/MS.

A partir da integracdo das areas dos picos encontrados por meio do método por
UHPLC-QTOF-MS/MS, curvas analiticas, também podem ser construidas para a obtencdo
dos valores das concentracOes nas amostras.

No mercado brasileiro nao existe qualquer medicamento, registrado na ANVISA,
que explore as bem caraterizadas propriedades terapéuticas do 4cido caurenoico, apresentadas
neste trabalho. Nesse contexto, a utilizacdo dos métodos desenvolvidos se mostram
alternativas robustas para o agil desenvolvimento de novos medicamentos que empreguem o

acido caurenoico como insumo farmacéutico ativo.
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