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RESUMO

A incidéncia de sobrepeso e obesidade na populacdo em geral vem revelando-se um
grave problema de saude publica. Este fato, aliado aos parametros atuais de beleza, que
prezam pela magreza, geram uma busca desenfreada por formulagdes “naturais” que
contenham substancias ditas emagrecedoras. Nesse sentido, o Citrus aurantium, conhecido
popularmente como laranja amarga, estad sendo amplamente utilizado. No entanto, até o
momento ndo existem métodos indicativos da estabilidade para o controle de qualidade desses
produtos e estudos da estabilidade do seu marcador, a sinefrina. Portanto, o presente trabalho
tem como objetivo desenvolver e validar método indicativo da estabilidade, realizar estudo
preliminar da estabilidade e verificar a toxicidade da sinefrina na presenca dos produtos de
degradacdo formados em condicdes fotoliticas. O método indicativo de estabilidade foi
desenvolvido por CLAE-DAD para determinacdo de sinefrina em extrato seco de Citrus
aurantium. A separacao cromatografica utilizou coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5um), fase movel
composta por acetonitrila : acido ortofosforico 0,01% (pH 3,0) na proporcdo 15:85, vazao de
1 mL min™ e deteccdo em 220 nm. A resposta do detector foi linear, na faixa de 7,5 a 45 pg
mL?’. A especificidade do método e a capacidade indicativa de estabilidade foram
confirmadas utilizando degradacdo forcada, em condi¢des acidas, bésicas, oxidativas e
fotoliticas. Tanto a sinefrina como o extrato demonstraram ser susceptivel a degradacdo em
todas as condicOes testadas. A precisdo intradia demonstrou valores de DPR menores que
1,77% e a precisao interdia DPR de 2,48%. A recuperacdo média, no teste de exatiddo, foi de
102,03%. A cinética de fotodegradacdo foi calculada, para ambas as amostras, sinefrina e
extrato, através da concentracdo do farmaco em funcdo do tempo. A degradacdo da sinefrina
SQR dissolvida em acetonitrila seguiu cinética de segunda ordem, enquanto que o extrato de
Citrus aurantium demonstrou cinética de primeira ordem. O estudo toxicoldgico da sinefrina
na presenca dos produtos de degradagéo formados foi realizado. Os resultados indicam que as
amostras ndo apresentaram efeito mutagénico, mas causaram dano ao DNA e diminuicdo da
viabilidade celular. Os dados obtidos colaboram com os estudos na area e podem ser
utilizados como subsidios para elaboragdo de preparagdes farmacéuticas ou suplementos

alimentares a base dessa substancia.

Palavras-chave: Citrus aurantium, sinefrina, degradacéo, validacéo, estabilidade, toxicidade.



ABSTRACT

Synephrine: Development and validation of a stability indicating method and
preliminary stability study in Citrus aurantium L. dry extract

The incidence of overweight and obesity in the general population is proving to be a
serious public health problem. This fact, coupled with existing parameters of beauty, which
consider the thinness, generate an unbridled pursuit for "natural” formulations which contains
substances called slimming. In this sense, Citrus aurantium, popularly known as bitter orange,
it is being widely used. However, so far there are no methods for quality control of these
products and stability studies of its marker, synephrine. Therefore, this study aims to develop
and validate the stability indicating method, perform a stability preliminary study and the
toxicity of synephrine and photolytic degradation products formed. Stability indicating
method was developed by HPLC - PDA for determination of synephrine in Citrus aurantium
dry extract. The chromatographic separation used C18 (250 x 4.6 mm, 5um) column and a
mobile phase consisting of acetonitrile: 0.01% orthophosphoric acid (pH 3.0) in the ratio
15:85, flow rate 1 mL min™ and detection at 220 nm. The detector response was linear in the
range 7.5-45 mg mL™. The specificity and stability indicating capability were confirmed
using forced degradation under conditions of acidic, basic, oxidative and photolytic. Both the
extract and synephrine shown to be susceptible to degradation in all conditions tested.
Intraday precision shown RSD values lower than 1.77% and interday precision of 2.48%
RSD. The average recovery accuracy of the test was 102.03%. The photodegradation kinetics
was calculated for both samples, through the concentration of the drug in function of time.
The degradation of synephrine SQR diluted in acetonitrile followed second-order Kinetics,
while the extract of Citrus aurantium showed first-order kinetics. The toxicological study of
synephrine in the presence of degradation products formed was performed. The results
indicate that the samples showed no mutagenic effect, but its highest concentration showed
DNA damage and decreased the cell viability. Data obtained collaborate with studies in the
area and can be used as input for the preparation of pharmaceutical preparations or dietary
supplements that the base substance.

Keywords: Citrus aurantium, synephrine, degradation, validation, stability, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de sobrepeso e obesidade vem revelando-se um grave problema de saude
publica e, aliado ao culto social a magreza, gera uma busca desenfreada por formulagdes que
contenham substancias consideradas emagrecedoras (FLASO, 1999; SCHMITT, 2012; WHO,
2007).

Neste contexto, produtos comercializados como “naturais” sao muito populares para o
emagrecimento e esta escolha justifica-se por se acreditar que 0s mesmos ndo apresentam
efeitos colaterais e ou danos a salde. Essa crenca contribui para 0 aumento da aquisigdo de
suplementos alimentares e compostos emagrecedores a base de extratos vegetais (SCHMITT,
2012).

Os alcaloides da Ephedra sp, principalmente a efedrina, costumavam ser largamente
utilizados em produtos dietéticos para a promocao do emagrecimento, porém em 2004 o Food
and Drug Administration (FDA) proibiu a venda de suplementos alimentares contendo
efedrina devido ao seu risco cardiovascular e cerebral (HALLER; BENOWITZ, 2000;
ROSSATO et al., 2011). Desta forma, a sinefrina, uma amina adrenérgica presente em plantas
do género Citrus sp, rapidamente se tornou o principal substituto da efedrina nestes produtos
devido a similaridade estrutural quimica e, possivelmente, apresentar os mesmos efeitos
emagrecedores (FUGH-BERMAN; MYERS, 2004; ROSSATO, 2009).

A grande maioria destes produtos € comercializada informalmente na forma de chas,
produtos alimenticios isentos ou produtos manipulados. No entanto, o maior problema
relacionado a estes produtos estd na falta de padronizacdo e no deficiente controle de
qualidade, tanto do extrato utilizado, como do produto final. Fatos que comprometem
diretamente a garantia da sua composicdo quimica, teor de principio ativo, seguranca e
eficacia, refletindo em prejuizo terapéutico a populacdo, além de potencial toxicol6gico
(CALIXTO, 2000; HAAZ et al., 2006).

Apesar do crescente aumento do uso dos fitoterapicos em todo o mundo, sdo poucos
os que foram validados cientificamente, visando a garantia da qualidade, a comprovacdo da
eficacia clinica e a avaliacdo de sua seguranca e, por consequéncia, inseridos em codigos
oficiais (SIANI, 2003). Até o presente, o Citrus aurantium ndo possui monografia em
nenhuma Farmacopéia. Alguns trabalhos ja propuseram a determinacdo da sinefrina e aminas
correlatas em amostras de Citrus aurantium e suplementos alimentares (ARBO et al., 2008;
MARCHEI et al., 2006; PELLATI et al., 2002; PELLATI; BENVENUTI, 2007b; SLEZAK et
al., 2007; UCKOO et al., 2011; VIANA et al., 2013). No entanto, até 0 momento, verificou-se
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a inexisténcia de estudos publicados na literatura que contemplem o desenvolvimento de
métodos indicativos da estabilidade, estudos que relatam a estabilidade da sinefrina em
condicdes forcadas de armazenamento, sua cinética de reacdo, ou ainda, estudos de toxicidade
dos produtos de degradacéo.

Considerando que os extratos de plantas medicinais podem ser empregados como
matéria-prima para o desenvolvimento de diferentes preparacbes farmacéuticas e/ou
suplementos alimentares, ¢ de suma importancia o desenvolvimento de métodos indicativos
da estabilidade para o controle de qualidade desses produtos, a avaliacdo da estabilidade
frente a diferentes condices de armazenamento e a toxicidade da sinefrina na presenca dos
provaveis produtos de degradacdo formados em condicdes fotoliticas. Esses estudos podem
vir a contribuir para o desenvolvimento de preparacdes a base dessas substancias, colaborando

com a seguranca e eficacia terapéutica destes produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar método indicativo da estabilidade da sinefrina em extrato seco

de Citrus aurantium e avaliar perfil toxicoldgico da sinefrina.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e validar técnica cromatografica indicativa da estabilidade por CLAE

para determinacdo de sinefrina em extrato seco de Citrus aurantium;

Avaliar a estabilidade da sinefrina, substancia quimica de referéncia, e em extrato seco
de Citrus aurantium, com estudo do perfil de degradacdo em diferentes condi¢cOes de

luz, pH e oxidacéo;

Determinar a cinética de fotodegradacdo da sinefrina substancia quimica de referéncia

e em extrato seco de Citrus aurantium;

Realizar estudo toxicolégico da sinefrina na presenca dos produtos de degradacédo
formados, através da analise da viabilidade e proliferacdo celular, ensaio cometa e teste

do micronucleo.



16

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Citrus aurantium e sinefrina como adjuvante na perda de peso

Citrus aurantium L., conhecido popularmente como laranja amarga, € uma arvore de
pequeno porte, com frutos do tipo baga, casca rugosa e muitas sementes (Figura 1).
Pertencente a familia Rutaceae, nativa do sudoeste asiatico, é atualmente cultivada em
pomares de todo o Brasil (FUGH-BERMAN; MYERS, 2004; HARRI; MATOS, 2002;
MARCHEI et al., 2006).

Figura 1 — Fruto verde (a) e maduro (b) de Citrus aurantim L.

(@) (b)

Fonte: ANDRADE, 2008

A sinefrina € obtida principalmente da casca do fruto do Citrus aurantium. Estudos
mais recentes relatam que a mesma também pode ser encontrada nas folhas e flores, inclusive
em sucos (ARBO et al., 2008). A presenca desta amina em frutos imaturos de Citrus
aurantium coletados na regido de Porto Alegre varia de 0,041 a 0,048%, sendo que estas
concentragcdes diminuem com o aumento do diametro do fruto. Este perfil pode ser atribuido
ao nivel mais elevado de sinefrina na casca, o que diminui com o amadurecimento dos frutos,
enquanto que as folhas apresentaram cerca de 0,006% de sinefrina (ARBO et al., 2008). A
casca contém, também, furanocumarinas e flavonoides como o limoneno, a hesperidina,
neohesperidina, naringina e tangaretina (FUGH-BERMAN; MYERS, 2004).

Estruturalmente relacionada com o0s neurotransmissores enddgenos epinefrina e

norepinefrina, a sinefrina (Figura 2) ganhou popularidade no tratamento da obesidade, como
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um alcaloide alternativo a efedrina, devido aos seus supostos efeitos lipofilicos. O uso popular
da sinefrina em produtos emagrecedores teve inicio em 2004, quando o FDA proibiu o uso da
efedrina em suplementos alimentares devido a associacao clinica com problemas cardiacos,
como palpitacdes, taquicardia e hipertensao, alem de problemas no sistema nervoso central
(FUGH-BERMAN; MYERS, 2004; HALLER; BENOWITZ, 2000).

Figura 2- Estrutura quimica de componentes com estrutura similar a sinefrina.

OH OH

N rﬁihj/. - CH;

HO Z w M en L‘“";ﬁ AN
3 H CH;

p-Sinefrina Efedrina
(|'JH
HO '
\N\

= /N
Ho” > W7 Ny

Epinefrina Norepinefrina
Fonte: ROSSATO et al., 2011

A p-sinefrina € uma substancia de carater basico (pka = 10,2), polar e soltvel em &gua
(NIEMANN; GAY, 2003; PELLATI; BENVENUTI, 2007b). Devido ao seu interesse
farmacoldgico também é comercializada como farmaco sintético (HAAZ et al., 2006).
Conforme se pode observar (Figura 2), apenas duas substituices diferem a sinefrina da
efedrina: um dos atomos de carbono do anel esta hidroxilado (OH é substituido por H na
estrutura quimica da efedrina), e um grupo metil da cadeia lateral (CH3) da efedrina é
substituido por um atomo de hidrogénio na estrutura da sinefrina (PELLATI; BENVENUTI,
2007a).

O interesse por produtos contendo sinefrina se deve a sua similaridade estrutural com
a efedrina, a qual também apresenta atividade simpatomimética que tem sido associada ao
aumento da lipolise através da promocdo da termogénese presumivelmente por meio de
adrenoreceptores Bs. No entanto, também apresenta 0os mesmos efeitos nocivos ao sistema
cardiovascular e sistema nervoso central. Estudos demonstram que essa amina age ndo s6 em

adrenoreceptores 3, mas também em adrenoreceptores a, 1 € B2, € seu uso indiscriminado
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pode levar ao desenvolvimento de efeitos adversos graves, que podem ser agravados com a
associacdo com outros estimulantes, elevando o risco de cardiotoxicidade da sinefrina
(FUGH-BERMAN; MYERS, 2004; GROLLMAN, 2005; ROSSATO, 2009).

Muitos suplementos alimentares comercializados como “Ephedra-fiee” contem
concentrados de outras ervas, além do Citrus aurantium, ricas em cafeina, e esta agdo
sinérgica de estimulantes tem o mesmo potencial para induzir a arritmia,
hipertensdo, ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais como a combinacdo
de efedrina e cafeina (PELLATI; BENVENUTI, 2007a ; HALLER; BENOWITZ, 2000).

Essa preocupacdo ja levou o Healt Canada a suspender seu uso em produtos dietéticos
(JORDAN; MURTY:; PILON, 2004). No entanto a sinefrina est& entre os cinco ingredientes
mais vendidos em suplementos alimentares utilizados para o emagrecimento (HAAZ et al.,
2006).

N&o obstante, no Citrus aurantium além da sinefrina, estdo presentes também aminas
biogénicas como a tiramina, octopamina, N-metil-tiramina e hordenina as quais também agem
sobre o sistema nervoso e cardiovascular através da estimulacdo adrenérgica (PELLATI;
BENVENUTI, 2007a).

Por ser uma amina adrenérgica quiral, a sinefrina possui enantibmeros com atividades
farmacoldgicas e toxicoldgicas distintas. Na natureza esta presente apenas a forma dextrdgera,
porém observa-se que a sinefrina pode sofrer isomerizacdo Optica quando submetida a
procedimentos extrativos com temperaturas elevadas e longos periodos de refluxo (PELLATI;
BENVENUTI, 2007a). Da mesma forma, embora a presenca de m-sinefrina na natureza seja
controversa esse isdmero posicional esta presente em produtos para perda de peso. Como a m-
sinefrina € um estimulante adrenérgico mais potente que a p-sinefrina, este isdbmero é
provavelmente adicionado intencionalmente, como adulterante, para potencializar o efeito do
produto emagrecedor (ALLISON et al., 2005; SANTANA; SHARPLESS; NELSON, 2008).

Somado a isso, tem-se o fato que a maioria dos suplementos dietéticos afirma conter
entre 4 a 6% de sinefrina, porém estudos apontam discrepancias entre estes teores que variam
de 0 a 120% do teor declarado (AVULA et al., 2005; DWYER; ALLISON; COATES, 2005;
NIEMANN; GAY, 2003).

3.2 Determinacdo Quantitativa

A busca pela padronizacdo dos fitoterdpicos, pré-requisito para a constancia dos

efeitos terapéuticos e seguranca do usuario €, hoje, objeto de discussdo em todo o mundo.
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Com vistas a este cenario, e a crescente expansao do arsenal terapéutico, cresce também a
preocupacdo com as condi¢cdes que assegurem a qualidade dos produtos e insumos
fitoterapicos através de técnicas modernas e eficientes (SILVA, 1999).

Nesse sentido, a CLAE se destaca como uma importante ferramenta de controle de
qualidade, apresentando inumeras aplicacGes e vantagens, possibilitando alta eficiéncia de
separacdo, detectabilidade, resolucdo, sensibilidade, seletividade e eficiéncia (BAKSHI,
SINGH, 2002; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Permite a analise de teor, a
determinacdo do conteudo dos ingredientes ativos em produtos farmacéuticos, bem como a
deteccdo e quantificacdo de quantidades minimas de marcadores quimicos, produtos de
degradacdo e compostos oriundos de contaminagdo, adulteracdo e/ou falsificacdo. Também
possibilita a deteccdo de alteragdes quimicas de farmacos em fungédo do tempo sob condicbes
de armazenamento diversas, resultando em uma indicacdo sensivelmente confidvel para
estimar a estabilidade de produtos farmacéuticos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007,
ERMER; MILLER, 2005; GENNARO, 2000; GIL et al, 2005).

A literatura relata varios métodos para a quantificacdo de aminas adrenérgicas,
principalmente sinefrina, em material vegetal e produtos a base de Citrus, suplementos e até
mesmo amostras bioldgicas, utilizando CLAE com detector ultravioleta, técnica mais
utilizada para a deteccdo destes compostos (ARBO et al., 2008; AVULA et al., 2005;
HURLBUT et al., 1998; PELLATI et al., 2002; ROMAN; BETZ; HILDRETH, 2007; TANG
et al., 2006). Outros métodos de deteccdo sdo o eletroquimico, fotodiodo, fluorescéncia e
guimioluminescéncia (KUSU et al.,, 1996; NIEMANN; GAY, 2003; PELLATI,
BENVENUTI; MELEGARI, 2005; SLEZAK et al., 2007; UCKOO et al., 2011; VIANA et
al., 2013).

A comparacdo das condi¢Ges analiticas de diferentes métodos utilizados para

determinacéo destas aminas por cromatografia liquida pode ser visualizado na Tabela 1.
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Tabela 1- Condig6es analiticas utilizadas por alguns autores para determinacdo de sinefrina
em espécies de Citrus, suplementos e amostras bioldgicas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
Condicéo KUSU etal., PELLATIletal., SLEZAKetal, ARBO et al., UCKOO et al.,
1996 2002 2007 2008 2011
Componentes dl-sinefrina dl-octopamina octopamina sinefrina octopamina
dl-sinefrina sinefrina sinefrina
tiramina tiramina tiramina
hordenina ac. ascorbico
ac citrico
Amostra frutos frutos suplementos folhas e frutos Citrus sinensis
Citrus unshiu, extrato seco contendo C. aurantium C. paradisi
sucos e produtos a extrato de C. sinensis C. grandis
marmelada base de plantas C. aurantium C. deliciosa C. limon
urina de C. aurantium C. limon C. reticulata
C. limonia
Fase movel 1 mM acetato 0,02 M 30% metanol - ACN — &gua — 3 mM H;PO,
de cobre (11) - ac.citrico 70% TFA TFA (5:95:0,01
20 mM - NaH,PO, 0,02 pH 2,5 VIVIV) — A
acetato M ACN -B
amonio (7:3vv), pH 3/
pH 6,4 metanol—
NaH,PO4
25 mM
(20:80 v/iv)
pH 3,5 e sulfato
de hidrogénio
tetrabutilaménio
10 mM
(30:70v/v)
Coluna Sumichiral RP-18 RP-18/ C-18 C18
OA-6000 (125x 4 mm, coluna guarda (150 x 3,9 mm, (3,5um,
(150 x 5um) 5mm 5 um) 4,6 mmx
4,6 mm) pré-coluna guarda-coluna 150 mm.) /
RP-18 (4x C-18 (10 x C18 (5pm,
4 mm, 5pum)/ 4 mm, 10 um) 250 mmx
B-ciclodextrina 4,6 mm)
Vazéo 1,5mL min™ imL minY/ imL min* 0,6 mL min imL min*
0,4 mL min’
Eluicéo - isocratica isocratica gradiente isocréatica
0-8 min:
100-59% A
8-10 min:
59-0% A
10-12 min;
0% A
12-13 min;
0-100% A
13-18 min:
100% A
Detecc¢éo eletroquimica UV 220 nm UV 280 nm/ UV 220 nm DAD
quimiolumines- 223nm (aminas)
céncia 254nm (acidos)
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Uma variedade de técnicas de separacdo empregando o acoplamento de detector por
espectrometria de massas a cromatografia liquida (LC-MS) e eletoforese capilar tem sido
aplicada para a determinacdo qualitativa e quantitativa de constituintes da espécie Citrus
aurantium. Estas técnicas tem ganhado posicdo de destaque no cenario da pesquisa, pois
possuem vantagens como Vversatilidade, sensibilidade e alta eficiéncia de separagéo,
permitindo a determinacdo de analitos na presenca de outros compostos (PELLATI,
BENVENUTI, 2007a; BAKSHI; SINGH, 2002).

He, Lian e Bernart (1997) desenvolveram um método por LC-MS com ionizagdo por
electrospray (ESI) para analisar os componentes fitoquimicos de frutas de Citrus aurantium,
onde foram identificados oito flavonoides. Outro método por ESI-MS também ¢é relatado para
a determinacdo quantitativa de sinefrina em amostras de laranja amarga e laranja doce. A
laranja doce € conhecida por conter um baixo nivel de sinefrina, mas ao mesmo tempo, sendo
uma das principais fontes de sinefrina em uma dieta humana normal. Nestas amostras, 0S
niveis de sinefrina variaram de 0,00128 a 0,0349% (MATIOLLI et al., 2005).

Beyer e colaboradores (2007) validaram um método por ESI-MS/MS para detectar e
quantificar alcal6ides de efedrina e sinefrina em plasma. Outro trabalho, utilizando a mesma
metodologia, foi descrito para confirmacdo da presenca dos marcadores quimicos da espécie
Citrus aurantium em matérias-primas, extratos secos e formulaces fitoterapicas. O conteido
de sinefrina, nas amostras analisadas, variou de 0,005 a 4,0% (VIANA et al., 2013). Também
foram encontrados estudos que relatam a utilizacdo deste método analitico, com ionizagédo
quimica a pressdo atmosférica (APCI) para a determinacdo de alcaloides de efedrina e
sinefrina em suplementos dietéticos (GAY; NIEMANN; MUSSER, 2006).

Chen e colaboradores (2002) desenvolveram um método baseado na electroforese
capilar (EC) com deteccdo electroquimica para a determinacdo de hesperidina e sinefrina, na
casca de frutos maduros de Citrus reticulata. Outros métodos por EC foram propostos para
analise simultdnea de componentes de sucos de Citrus, em extratos de frutas de Citrus
aurantium e suplementos alimentares (CANCALON, 1999; MERCOLINI et al., 2010). EC
também foi aplicada para a determinacdo quantitativa e qualitativa das aminas adrenérgicas
(sinefrina, octopamina, octopamina, tiramina, n- metil-tiramina e hordenina) em suplementos
dietéticos e em varias espécies de Citrus, incluindo Citrus aurantium, além de geléias e sucos.
Sinefrina esteve presente em niveis que variaram de 0,02 a 0,17% nas varias espécies de
Citrus testadas e de 0,42 a 69,28 mg em suplementos alimentares (AVULA; UPPARAPALLLI;
KHAN, 2005).
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Devido a alta polaridade, baixa volatilidade e instabilidade térmica, a cromatografia a
gés foi pouco usada para a determinacdo de alcaldides de Citrus aurantium em material
vegetal e produtos a base dessa espécie (PELLATI; BENVENUTI, 2007a).

Um procedimento utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS) foi descrito para determinagdo de sinefrina em suplementos alimentares sélidos e
liguidos contendo Citrus aurantium. A sinefrina presente nesses produtos variou de
3,1 pug mg™* do produto sélido a 480,2 pg mL™ de produto liquido (MARCHEI et al., 2006).

3.3 Validacdo de métodos analiticos

E impossivel falar em controle de qualidade sem mencionar a validacdo de
metodologia. Para garantir que um método analitico novo gere informacdes confidveis sobre a
amostra, este deve ser submetido a um processo denominado validagdo (SILVA; SOARES
SOBRINHO; ROLIM NETO, 2007). A validacdo tem como objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, e, deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003; KLEIN et al., 2009).

A validacao representa, ainda, um conjunto de etapas que desafiam a metodologia a
fim de garantir que os resultados fornecidos serdo exatos, especificos, precisos e invariaveis
frente a pequenas alteracGes possiveis do método (FRANCO, 2009). No Brasil, com a
publicacdo da Portaria SVS/MS n° 6/1995, foi inserida pela primeira vez a exigéncia de
validacdo dos métodos utilizados no controle de qualidade de produtos fitoterapicos para fins
de registro (BRASIL, 1995). Um processo de validagdo bem definido e documentado oferece
as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados
para uso desejado (RIBANI et al., 2004).

Existe vasta literatura sobre validacdo de metodologias e recomendacgdes publicadas
por organizagdes nacionais e internacionais, como o ICH - Q2(R1) e a Farmacopeia
Americana (USP 35). No Brasil, a Anvisa, por meio da RE n° 899 de 29 de maio de 2003,
determina que, no caso de metodologia analitica ndo descrita em Farmacopéias ou formularios
oficiais, devidamente reconhecidos, a metodologia serd considerada validada, desde que
sejam avaliados e observados os seguintes parametros: especificidade, linearidade, intervalo,
repetibilidade, precisdo intermediéria, limite de detecgdo, limite de quantificacdo, exatiddo e
robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2012).



23

Especialmente no caso de fitoterapicos e extratos vegetais, a validagdo deve seguir a
metodologia analitica, no entanto, os resultados podem seguir os critérios de aceitacdo
estipulados para métodos bioanaliticos, considerando-se a complexidade do extrato vegetal,
permitindo limites de aceitacdo maiores em relacdo aos métodos analiticos (ANVISA, 2013;
KLEIN, et al., 2009).

3.4 Estabilidade de produtos farmacéuticos

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual o farmaco ou mesmo a matéria
prima, mantém-se sob as mesmas condi¢bes e caracteristicas quando da época de sua
fabricacdo e durante todo o seu periodo de estocagem e uso, dentro dos limites especificados.
Um produto estavel pode ser definido também como aquele em que sua poténcia esta reduzida
a ndo mais do que 10%, desde que os produtos de alteracdo estejam todos seguramente
identificados e previamente reconhecidos seus efeitos (STULZER; SILVA, 2006;
TABORIANSKI, 2003; VEHABOVIC et al., 2003).

A estabilidade, mais especificamente, € um parametro fundamental para avaliar a
qualidade, seguranca e eficacia de produtos farmacéuticos ao longo do seu prazo de validade.
Nesse sentido, a qualidade esta diretamente relacionada as caracteristicas fisicas e quimicas
do medicamento, enquanto a eficacia e seguranga estdo relacionadas principalmente com a
dosagem terapéutica e a formacéo de produtos de degradacdo (LEITE, 2005).

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser afetada por diversos fatores como
temperatura, umidade, oxigénio, presséo, pH, luz e condi¢cdes ambientais durante o transporte.
Outros fatores relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas de
substancias ativas e excipientes farmacéuticos, potencial de interacdo entre 0os componentes
da formulacdo e sua forma farmacéutica, tipo e propriedades dos materiais de embalagem,
bem como o periodo de tempo entre a fabricacdo e o0 uso pelo paciente também podem afetar
a estabilidade de produtos farmacéuticos (BRASIL, 2005; GENNARO, 2000; NUDELMAN,
1975).

A degradacdo de um produto farmacéutico € capaz de originar inUmeras alteracdes em
suas propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicoldgicas, as quais irdo
incidir diretamente em sua qualidade, podendo ocasionar reducdo ou aumento da sua
atividade, alteracdo da biodisponibilidade, perda da uniformidade de conteudo, perda da
qualidade microbiologica, formagdo de produtos de degradacdo tdxicos, dentre outros
(CARSTENSEN; RHODES, 2000).
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Embora sejam muitas as consequéncias oriundas da instabilidade dos produtos
farmacéuticos, a reducdo da atividade da substancia ativa, muitas vezes, é considerada a de
menor importancia (CARSTENSEN; RHODES, 2000). Kommanaboyina e Rhodes (1999)
relatam que se os produtos de degradacéo formados sé@o toxicos, seu acumulo é tdo importante
quanto, ou mais que, a diminui¢do da sua poténcia. Portanto, com a finalidade de garantir a
integridade do farmaco e da forma farmacéutica, sob os aspectos quimicos, fisicos,
microbiologicos, terapéuticos e toxicologicos, em fungdo do tempo, sdo preconizados estudos
de estabilidade (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007; LUCAS; BISHARA; SEEVERS,
2004; MATTHEWS, 1999).

No Brasil, os estudos de estabilidade s&o regulamentados pela Anvisa através da RE n°
1/2005, a qual define trés tipos de estudos para o delineamento dos testes de estabilidade,
estudo de estabilidade acelerada, de longa duracédo e de acompanhamento. Mais recentemente,
a RDC n° 45/2012 veio complementar a anterior estabelecendo os requisitos para a realizagao
de estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos ativos.

O estudo de estabilidade acelerado tem por objetivo acelerar a degradacdo quimica
e/ou fisica de um produto farmacéutico mediante a aplicacdo de condicbes forcadas de
armazenamento. Os dados desse estudo podem ser usados para avaliar efeitos prolongados em
condigdes ndo aceleradas, bem como o impacto de curtas exposicdes a condi¢bes fora
daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que podem ocorrer durante o transporte
(BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade de longa duracdo tem em vista a verificagdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas e microbioldgicas do produto farmacéutico
durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Logo, os resultados s&o
usados para estabelecer o prazo de validade e recomendar as condi¢cBes de armazenamento
(BRASIL, 2005).

O estudo de acompanhamento é realizado ap6s o inicio da comercializacdo do
produto, para verificar a manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e
microbioldgicas previstas nos estudos de estabilidade de longa duracdo (BRASIL, 2005).

Esses estudos sdo realizados em camaras climéaticas qualificadas de acordo com
normas internacionais, que proporcionam o controle de temperatura e umidade em seu
interior. Para a avaliacdo destes estudos, amostras sdo retiradas das camaras em tempos
determinados e realizadas as seguintes analises: doseamento, quantificacdo de produtos de
degradacéo, dissolucdo e pH (BRASIL, 2005; ICH, 2003).
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Para o acompanhamento de resultados provenientes de estudos de estabilidade de
medicamentos, é altamente recomendado pela Anvisa o uso de métodos indicadores de
estabilidade, seletivos aos principios ativos e seus produtos de degradacdo. Pois estes sdo
capazes de detectar, ao longo do tempo, mudancas nas propriedades fisicas, quimicas ou
microbioldgicas de uma substancia, e que possam influenciar na qualidade, seguranca e
eficdcia dos produtos farmacéuticos. Desta forma, sdo indispensaveis para mensurar com
exatiddo o teor da substancia ativa e dos produtos de degradacdo oriundos de condicbes de
degradacéo forcada, sem interferéncia (BAERTSCHI, 2006; BRASIL, 2003; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2012; KLICK et al., 2005).

A Anvisa através da RDC n° 58/2013 regulamenta a verificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos e estabelece parametros para notificacdo, identificacdo e
qualificacdo dos produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade do
medicamento. Dentre os mecanismos de degradacdo aos quais os farmacos e produtos
farmacéuticos podem ser submetidos nos testes de degradacédo citam-se a degradacdo térmica,
hidrolitica (acida e basica), oxidativa e por fotolise. Adicionalmente a amostra deve ser
submetida a condic¢des forcadas de umidade e a presenca de ions metalicos (BRASIL, 2013).

No entanto, deve-se considerar que a determinacdo de produtos de degradacdo de
fitoterapicos é uma tarefa um pouco mais complexa, pois a matéria-prima destes
medicamentos e extratos vegetais pode conter centenas de substancias quimicas, sendo muitas
ndo identificadas (KLEIN et al., 2009).

3.5 Degradacéo forcada

Os testes de degradacdo forcada (testes de estresse) sdo realizados com o intuito de
avaliar a estabilidade do insumo farmacéutico ativo, devendo este integrar parte da estratégia
de desenvolvimento e ser conduzido sob condi¢Ges extremas, que induzam a degradacgdo
hidrolitica, oxidativa, fotolitica e termolitica do farmaco. Este estudo permite o
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com seletividade adequada, e
também fornecem informacdes acerca das possiveis rotas de degradacdo de um determinado
produto (BRASIL, 2012; BRASIL, 2013; SILVA et al.,, 2009). Segundo o International
Conference on Harmonisation (ICH), a substéncia deve ser submetida a degradagdo por
aquecimento convencional em diferentes meios reacionais e a degradacdo frente a luz (ICH,

2003). Pois, de acordo com Pedro (2009), os reagentes ndo sao instantaneamente convertidos
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em produtos em uma rea¢do quimica, a menos que uma certa quantidade de energia seja
fornecida ao sistema.

A hidrdlise é definida como um processo de solvolise em que as moléculas do farmaco
interagem com moléculas de agua, originando produtos de clivagem. O processo hidrolitico é
diretamente proporcional a temperatura e o pH da solucdo, sendo catalisadas tanto pelo ion
hidrénio quanto pela hidroxila. E uma das reacdes de degradagio mais comumente observadas
em produtos farmacéuticos, pois muitos farmacos possuem em sua estrutura grupos
funcionais como éster, amidas, imidas, sulfamidas, compostos heterociclicos, lactonas e
lactamas, altamente suscetiveis a hidrolise (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007
GENNARO, 2000; NUDELMAN, 1975).

Outro processo de degradacao € a oxidacao, ou seja, a perda de elétrons de um atomo
ou molécula. A maioria das reacdes de oxidacdo em preparacdes farmacéuticas ocorre
espontaneamente pela influéncia inicial do oxigénio atmosférico evoluindo no decorrer do
processo como uma reacao em cadeia, que inicia com a unido do oxigénio com uma molécula
do farmaco e se propaga com o radical livre desta molécula oxidada, comprometendo outras
moléculas do farmaco. N&o obstante, a taxa de oxidacdo sofre influéncia da temperatura,
radiacdo e a presenca de catalisadores, como a luz, ions hidrénio, hidroxila, ou ainda tracos de
metais pesados. Este processo é responsavel pela degradacdo de muitos farmacos, incluindo
aldeidos, alcoois, fendis, duplas e triplas ligacdes, acucares, alcaloides e gorduras (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2007; GENNARO, 2000; NUDELMAN, 1975).

A radiacdo ultravioleta também pode promover a ativacdo de reacdes de degradacédo
de farmacos se estes absorverem radiacdo em determinado comprimento de onda e a energia
exceder um limiar. A velocidade destas reacOes pode ser afetada pela intensidade e o
comprimento de onda da luz, bem como pelo tamanho, forma, composicéo e cor do recipiente
(GENNARO, 2000). De acordo com Nudelman (1975), as substancias cujos maximos de
absorcédo se encontram mais proximos da luz visivel serdo mais fotol&beis, como por exemplo,
farmacos que contém oxigénio, nitrogénio ou enxofre em suas moléculas. Os compostos
contendo grupos cromdéforos tais como nitro, nitroso, cetona, sulfona, duplas e triplas ligacdes
também sdo sensiveis a radiacdo luminosa, sendo que esta sensibilidade € diretamente
proporcional ao nimero destes grupos cromadforos na molécula.

Dentre os fatores envolvidos na degradacdo de produtos farmacéuticos, a temperatura
é sem divida o mais importante, pois, na maioria dos casos, 0 aumento da temperatura esta
diretamente relacionado com o aumento da velocidade de degradagdo quimica (AULTON,
2005; NUDELMAN, 1975).



27

Estruturalmente a sinefrina apresenta grupamentos suscetiveis a degradacdo, devido a
presenca de grupamento fenil com oxidrila em posicéo para, grupo alcodlico, duplas ligacoes
e a presenca do elemento nitrogénio. Pellati e Benvenuti (2007a) também relatam a
instabilidade térmica da sinefrina, a qual pode sofrer isomerizacao Optica quando submetida a
procedimentos extrativos com temperaturas elevadas e longos periodos de refluxo.

Estudos também demonstram a degradagdo oxidativa da epinefrina, andlogo enddgeno
da sinefrina, a qual se oxida levando a formacéo de 0-quinona e também oxidacdo do alcool
secundario, como pode ser visualizado na Figura 3. A taxa de decomposicdo da epinefrina é
mais rapida em solucéo neutra ou alcalina, apresentando estabilidade méxima em pH de 3,4.
(GENNARO, 2000; NUDELMAN, 1975).

Figura 3- Estrutura quimica da epinefrina e seus respectivos produtos de degradacao
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Fonte: NUDELMAN, 1975
3.6 Cinética Quimica

As reacOes de degradacdo nos produtos farmacéuticos ocorrem a velocidades definidas
e sdo, na maioria das vezes, de natureza quimica, podendo ser aceleradas através do aumento
da temperatura. Este processo torna a avaliacdo da estabilidade quimica de um farmaco um
experimento tdo importante, pois através deste é possivel propor 0 mecanismo de reacao, bem
como estabelecer as condicbGes para auxiliar na obtencdo de formulacBes mais estaveis
(NUDELMAN, 1975).

Para se estudar a estabilidade devemos conhecer a ordem e a velocidade de reagdo. A
expressao da velocidade da reacdo é uma descricdo da concentracdo do farmaco com relagao
ao tempo. E a avaliacdo desta velocidade de alteracdo quimica e a forma através da qual a

mesma é influenciada pelas condi¢Ges de concentragdo do farmaco ou a presenca de outras
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substancias quimicas na formulagédo, além de fatores como solvente, pressao e temperatura é o
objetivo dos estudos de cinética de reacdo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007,
GENNARO, 2000).

Em geral, as reacbes de degradacdo de produtos farmacéuticos sdo determinadas
graficamente, e expressas como sendo de ordem zero, as quais relacionam a concentracdo do
farmaco em fungdo do tempo, de primeira ordem, relacionando o logaritmo da concentragdo
em funcdo do tempo e, mais raramente, de segunda ordem, contemplando o inverso da
concentracdo em funcdo do tempo. A representacdo que fornecer a melhor reta é a que define
a ordem de reacdo (AULTON, 2005; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007; NUDELMAN,
1975).

Na cinética de ordem zero a taxa de degradacdo é independente da concentracdo dos
reagentes e constante em relacdo ao tempo. Neste tipo de reacdo o fator limitante ndo é a
concentracdo, pois somente uma fracdo do farmaco que se encontra em solucdo se degrada.
Nas reacdes de primeira ordem, a degradacdo do farmaco é diretamente proporcional a
concentracdo do reagente. Neste tipo de reacdo, uma substancia decompde-se em um ou mais
produtos. As reacdes de segunda ordem ocorrem quando a velocidade de reacdo quimica é
proporcional ao produto das concentracdes de dois reagentes ou a segunda poténcia de um
deles (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001; NUDELMAN, 1975; WATSON, 2005).

Na analise da estabilidade de medicamentos, € bastante frequente expressar 0s
resultados dos estudos cinéticos em termos de constante da velocidade de reacdo (K), uma
constante de proporcionalidade que relaciona velocidade e concentracdo, com dimensdes que
dependem da ordem de reacdo e tempo de meia vida (ty/2), isto €, o tempo necessério para que
a concentracdo do farmaco se reduza a metade do valor inicial. O tggy tem significado mais
expressivo nos estudos de estabilidade, indica 0 tempo necessario para que ocorra uma
reducdo de 10% da concentracdo inicial do farmaco, isto representa o limite de degradacédo
maxima que um farmaco pode sofrer, visando a sua utilizacdo pelo paciente (GENNARO,
2000; NUDELMAN, 1975; SINKO, 2008).

Os modelos cinéticos, utilizados para expressdao dos estudos cinéticos, sao
representados por:

Zero ordem: C=Co—kt toose = 0,1 Co / K ty,=Co/ 2k 1)
Primeiraordem: InC=—-kt+InCy 190, =INn0,90/k typ=In2/k (2)
Segundaordem: 1/C=1/Cqy.kt togs = 1/9k Cq tio=1/k Cy 3
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Onde, (Co) é a concentracdo dos regentes no tempo zero, (C) é a concentra¢do apds o
tempo de reagdo (t) e (k) € a constante de volocidade de reacdo (GENNARO, 2000;
AULTON, 2005).

3.7 Estudo de Toxicidade

Produtos naturais, utilizados na medicina tradicional, como alternativa aos farmacos
convencionais estdo cada vez mais populares e, ndo obstante a incerteza quanto a eficécia,
muitos produtos naturais expdem os consumidores a varios efeitos adversos, uma vez que
carecem de estudos cientificos sobre suas propriedades farmacoldgicas e perfil toxicologico
(CALIXTO, 2000; ROSSATO, 2009). Muitas plantas podem possuir propriedades
farmacoldgicas e, simultaneamente, causar efeitos toxicos, como danos ao DNA (MARQUES
et al., 2003). Este conhecimento contradiz a falsa idéia de que drogas naturais, preparadas por
produtos derivados de plantas, sdo seguras e isentas de efeitos adversos (CALIXTO, 2000).

Do ponto de vista toxicologico, deve-se considerar que produtos naturais ndo
apresentam apenas efeitos imediatos, muitos se manifestam a longo prazo, até mesmo de
forma assintomatica, tais como os carcinogénicos, hepatotoxicos e nefréticos (LAPA et al.,
2007). Além do mais, podem apresentar potencial mutagénico e citotoxico (FREITAS, 2007).
Todavia, fazem-se necessarios estudos que investiguem estes efeitos para a seguranca do seu
uso pela populacdo. Neste sentido, testes que avaliam a genotoxicidade como o ensaio cometa
e mutagenicidade como o teste do micronucleo sdo de fundamental importancia no que se
refere ao estabelecimento de risco para o ser humano (AQUINO, 2010).

A avaliacdo deste potencial, genotéxico/mutagénico, é recomendado por 0Orgaos
reguladores nacionais e internacionais para avaliacdo e registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos, ja que estes testes sdo capazes de detectarem compostos que induzem danos
genéticos direta ou indiretamente por diversos mecanismos (AQUINO, 2010; RIBEIRO,
2003).

O teste do micronucleo é um teste rapido e simples que detecta perdas e quebras
cromossdmicas, sendo, desta forma, indicado para avaliar efeito mutagénico (RIBEIRO,
2003). Este teste tem sido utilizado como ferramenta fundamental para a verificacdo de atividade
mutagénica de muitos extratos vegetais (FIGUEIREDO, 2012).

Os micronucleos sdo cromossomos inteiros ou fragmentos cromossémicos que nao
foram incorporados no nucleo da célula filha durante a divisdo celular, em decorréncia de

danos induzidos nas células parenterais. Aparecem no citoplasma como um fragmento
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redondo ou oval como um pequeno micro nucleo contendo DNA, no entanto, sem qualquer
relacdo com o ndcleo principal, mas que indica fortes evidéncias de genotoxicidade, ou seja,
capacidade do agente testado de induzir danos cromossémicos estruturais e/ou numericos, 0s
quais estdo associados com o0 surgimento e/ou progressdo de tumores e com efeitos
reprodutivos adversos (JACOBOWSKI, 2009; RIBEIRO, 2003).

O teste do micronucleo difere do ensaio cometa no tipo de alteracdo detectada no
DNA. O primeiro detecta lesdes irreparaveis, enquanto o segundo detecta lesdes primarias,
que sao passiveis de correcdo (VALENTIN-SEVERIN, et al., 2003).

O ensaio cometa é um método bastante simples, sensivel, rapido e de baixo custo para
deteccdo de quebras nas fitas de DNA e estudos de reparo do DNA. O principio do método
proposto por Ostling e Johanson (1984), é que o DNA sendo organizado em grandes
estruturas enoveladas quando separadas por quebras na dupla-fita de DNA, migram para o
anodo através da eletroforese. O termo cometa refere-se justamente a este procedimento, que
envolve a aplicacéo de corrente elétrica nas células e resulta no transporte de fragmentos de
DNA para fora dos nucleos, lembrando um cometa com uma cabeca e cauda. Resumindo, a
técnica do cometa permite avaliar os danos no DNA de células individuais causados pela
substancia teste (AQUINO, 2010; FREITAS, 2007; TICE, et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produtos Quimicos

4.1.1 Padréao

Foi utilizado a substancia quimica de referéncia (SQR) de sinefrina com teor declarado

de 98% adquirido da empresa Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil).

4.1.2 Amostra

Extrato seco de Citrus aurantium contendo 6,2% de sinefrina, conforme especificado
pelo certificado de andlise, adquirido da empresa DEG Importacdo de produtos Quimicos
Ltda (S&o Paulo, Brasil).

4.2 Desenvolvimento do método cromatogréafico

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo liquido Shimadzu (LC-
20AT Prominence), com sistema dotado de bomba quaternaria, amostrador automatico,

detector de arranjo de diodos (DAD), coluna, desgaseificador e controlador.

4.2.1 Preparo da solugéo padréao

A solucéo de sinefrina foi preparada em agua destilada pela dissolucdo de 15,0 mg de
sinefrina em baldo volumétrico de 100 mL, posteriormente, foi sonicada por 30 min no
ultrasson. Apds, 2,0 mL foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com 4gua, de modo a obter a concentracio de 30 pg mL™. A solucio foi

homogeneizada e filtrada em membrana com diametro de poro de 0,45 pm.
4.2.2 Preparo da solugdo amostra
Cerca de 241,9 mg de extrato seco (equivalente a 15,0 mg de sinefrina) foram pesados,

transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, ao qual foi adicionado cerca de 80 mL de

agua destilada. A amostra foi sonicada em ultrasson por 30 min, a temperatura ambiente para
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extracdo da sinefrina. Completou-se o volume com o mesmo solvente e a solugdo foi
transferida para tubos de ensaio para posterior centrifugacédo a 3000 RPM por 30 min. Uma
aliquota de 2,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com &gua, atingindo concentracdo final de 30 pg mL™ de sinefrina. A solucdo foi

homogeneizada e filtrada em membrana com didmetro de poro de 0,45 pm.
4.2.3 Preparo de fase movel

Para o preparo da fase mdvel foram utilizados solventes de grau analitico, adequados
para a utilizacdo em CLAE. A 4agua ultrapura foi obtida em um sistema Mili-Q Milipore. O
pH da fase aquosa foi ajustado com trietilamina.

Os componentes da fase movel foram filtrados sob vacuo, através de uma membrana

com didmetro de poro de 0,45 um e desgaseificados em banho de ultrassom por 20 min.
4.3 Validacdo do método

Para a validacdo do método proposto, ou seja, para demonstrar de uma forma
documentada que o mesmo é adequado para o propoésito pretendido foram avaliados os
pardmetros de especificidade, linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatidao e
robustez, determinados pela Resolucdo RE n° 899/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, USP 35 (2012) e ICH - Q2(R1) (2005).

4.3.1 Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas padrdo com seis pontos
cada. Para isso, uma solucéo estoque (150 pg mL™) de sinefrina foi preparada em agua e
aliquotas foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 ml, obtendo a concentracéo final
de 7,5; 15; 22,5; 30; 37,5 e 45 ug mL™. As curvas padréo foram obtidas pela construcdo de
graficos de concentracdo versus area absoluta. A equacao da reta foi determinada através do
estudo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e a analise de variancia

(ANOVA) foi realizada para verificacdo da linearidade do método.
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4.3.2 Especificidade

A especificidade, ou seja, a capacidade do método em determinar o farmaco, com
pureza adequada, na presenca dos produtos formados e a capacidade indicativa de estabilidade
do método foram avaliadas utilizando condi¢bes forcadas de degradacdo da sinefrina e do
extrato seco de Citrus aurantium em condic6es de oxidagdo, fotodegradacéo e hidrélise (acida
e bésica), através da determinacéo da pureza do pico estabelecida pelo detector DAD.

Para avaliar o farmaco e o extrato frente as condicdes alcalinas, acidas e oxidativas,
utilizou-se o0s esquemas propostos por Singh e Bakshi (2000), os quais seguem um
fluxograma de degradacéo, que inicia com condi¢des mais brandas que véo se tornando mais
drasticas a medida que se observa auséncia ou insuficiéncia de degradacdo. A condicédo
definida sera aquela que atingir uma degradacao suficiente para o experimento, que de acordo
com Silva (2009) varia de 10 a 30%. Para a degradacédo fotolitica foi utilizada lampada UV
254 nm (DEL GROSSO; APRILE; GROSA, 2012; MALESUIK; CARDOSO; STEPPE,
2008; SILVA, 2009).

4.3.2.1 Degradacédo da SQR de sinefrina

A solucdo de sinefrina, para a hidrolise &cida, foi preparada pela dissolucdo de
15,0 mg do padrdo em é&cido cloridrico 1 mol L™, em baldo volumétrico de 100 mL,
submetida a sonicac¢do por 10 minutos e posteriormente, submetida ao refluxo por 4 h. A
hidrélise basica foi conduzida sob refluxo com hidréxido de sédio 5 mol L™ por 6 h. Apés, as
amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente e neutralizadas. Uma aliquota de cada
solucdo foi diluida em &gua até a concentragéo final de 30 pg mL™.

A degradacdo oxidativa foi realizada pela adicdo de uma aliquota de 2,0 mL de
perdxido de hidrogénio 10% a solucéo de sinefrina, preparada conforme descricdao de preparo
da solucdo padrdo. Esta solucdo foi mantida por 48 h protegida da luz, a temperatura
ambiente. No momento da analise o volume foi completado com agua destilada, a fim de
alcancar a concentracdo de trabalho.

A fim de avaliar a fotodegradacdo do padrdo de sinefrina, uma aliquota da solucgéo de
sinefrina foi diluida em acetonitrila e levada a camara de fotoestabilidade (UVC — 254 nm)
por 1 h. Em seguida foi diluida a concentracao de trabalho, utilizando agua como diluente.

Em todos os casos, apés atingir a concentracdo de trabalho, as amostras foram filtradas

em membrana com didmetro de poro de 0,45 um.
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4.3.2.2 Degradagéo do extrato de Citrus aurantium

A degradacdo &cida do extrato ocorreu pela diluicdo de 1,2097 g do mesmo,
(equivalente a 75,0 mg de sinefrina) em um baldo volumétrico de 50 mL, ao qual foi
adicionado cerca de 40,0 mL de agua destilada. A amostra foi sonicada em ultrasson por 30
min para extragdo da sinefrina. Foi completado o volume com o0 mesmo solvente e a solugéo
transferida para tubos de ensaio para posterior centrifugacdo a 3000 RPM por 30 min. Uma
aliquota de 5,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume
completado com écido cloridrico 1 mol L™, atingindo uma concentragéo final de 150 ug mL™
de sinefrina. Esta solucdo foi submetida ao refluxo por 5 h. A hidrdlise basica também foi
conduzida sob refluxo com hidréxido de sédio 5 mol L™ por 6 h. Apds, as amostras foram
arrefecidas a temperatura ambiente e neutralizadas. Uma aliquota de cada solucéo foi diluida
em 4gua a concentracdo de 30 pg mL™,

A degradacdo oxidativa ocorreu com a adicdo de aliquota 4,0 mL de perdxido de
hidrogénio 30% a uma aliquota de 2,0 mL de uma solugdo de extrato, preparada conforme
procedimento de preparo da amostra, em um baldo volumétrico de 10 mL. Esta solucdo foi
armazenada a temperatura ambiente, protegida da luz, por 72 h. Logo ap6s, o volume foi
completado com agua, atingindo uma concentracéo final de 30 pg mL™ de sinefrina.

Para avaliagdo da fotodegradacdo foi preparada uma solucdo estoque do extrato em
4gua, equivalente a 1.500 pg mL™ de sinefrina. Ap6s passar pelas etapas de sonicacéo e
centrifugacdo, uma aliquota de 1,0 mL desta foi diluida em um baldo volumétrico de 10 mL
com acetonitrila e levada & cAmara de fotoestabilidade (UVC — 254 nm) por 20 h, com
temperatura controlada. Posteriormente, foi diluida & concentracdo de 30 ug mL™.

Em todos os casos, apds atingir a concentracdo de trabalho, as amostras foram filtradas

em membrana com diametro de poro de 0,45 um.

4.3.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada pelo ensaio de repetibilidade (precisdo intra-
dia) e precisdo intermediaria (precisdo inter-dia), sendo o resultado expresso como desvio
padréo relativo (DPR) de uma serie de medi¢cbes. Para avaliacdo da precisdo (ensaio de
repetibilidade) foram analisadas seis replicatas da solugdo do extrato em uma concentracao
correspondente a 30 ug mL™. Os dados para a precisdo intermediéria foram coletados em dias

diferentes e por analistas diferentes.
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4.3.4 Exatidao

A exatiddo foi determinada atraves de ensaio de recuperacdo de padrdo, isto €, através
da adicdo de quantidades conhecidas de padrdo nas solucdes amostra (extrato de Citrus
aurantium). Aliquotas de 1,0; 2,0; e 3,0 mL de um padrdo de sinefrina com concentragdo
igual a 50 pg mL™ foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL contendo uma
solugdo amostra com concentracao de 30 pg mL™. Cada solucéo foi preparada em triplicata.

4.3.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através de pequenas e deliberadas modificagdes nas
condicBes cromatograficas, tais como vazdo da fase mével (0,8 e 1,2 mL min™), pH (2,8 e
3,2), proporcao da fase mdvel (10:90 e 20:80) e tempo de extracdo (25 e 35 min).

4.4 Estudo da cinética de fotodegradacao

4.4.1 Preparo da solucdo padréo

A solucdo de sinefrina foi preparada em agua destilada pela dissolu¢cdo de 37,5 mg de
sinefrina em baldo volumétrico de 25 mL, posteriormente, foi sonicada por 30 min no
ultrassom. A seguir, uma aliquota de 6,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de
50 mL e o volume completado com acetonitrila. A solucdo foi homogeneizada e filtrada em
membrana com didmetro de poro de 0,45 um para as cubetas, as quais foram levadas a cAmara
de fotoestabilidade. Apds o tempo requerido de exposicao, aliquota de 1,0 mL foi transferida

para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com agua.
4.4.2 Preparo da solugdo amostra

Foram pesados 290,3 mg de extrato seco (equivalente a 18,0 mg de sinefrina) e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, ao qual foi adicionado cerca de 80,0 mL de
agua destilada. A amostra foi sonicada em ultrassom por 30 min a temperatura ambiente para
extracdo da sinefrina. Foi completado o volume e a solucdo transferida para tubos de ensaio
para posterior centrifugacdo a 3000 RPM por 30 min. Uma aliquota de 5,0 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com acetonitrila. Esta solucéo
foi filtrada em filtro de 0,45 pum direto nas cubetas, as quais foram levadas a camara de
fotoestabilidade.
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4.4.3 Determinacao da cinética de degradacéo

O efeito da luz foi avaliado através da exposi¢do do farmaco (SQR) e do extrato em
solucdo, em cubetas descartaveis de 1 cm. A fonte de luz utilizada foi uma lampada UVC -
254 nm 30 W (Philips, Holanda), fixa a uma cadmara em posicdo horizontal, revestida
internamente com espelhos (0,16 x 0,16 x 1m - largura x altura x comprimento), para a
distribuicdo uniforme da luz. As amostras foram posicionadas horizontalmente, para
proporcionar uma area maxima de exposicédo a fonte de luz.

As solucdes de sinefrina foram expostas a radiacdo ultravioleta nos seguintes
intervalos de tempo: 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 240 e 360 min. J& as soluc¢des do
extrato foram expostas a periodos de tempo maiores, 120, 180, 300, 420 e 540 min. Trés
amostras foram analisadas para cada intervalo de tempo, sendo que cada amostra foi injetada
em duplicata. Teste de pureza de pico foi realizado por detector de arranjo de diodos.

A ordem de reacdo de degradacdo foi determinada a partir da obtencdo de
representacdes graficas que relacionam: (a) os valores de concentracdo em funcdo do tempo
(reacdo zero ordem), (b) o log da concentracdo versus tempo (reacdo de primeira ordem) e (c)
inverso da concentragdo versus tempo (reacdo de segunda ordem). Os coeficientes de
correlacdo (r) foram obtidos, sendo que 0 mais proximo a unidade indica a ordem da reagéo.

A partir do conhecimento da ordem da reacdo foram efetuados célculos que levaram a
determinacdo de alguns parametros relacionados, como a constante média de velocidade de

degradacéo (k), teos (90% da concentracdo inicial) do farmaco e tempo de meia vida (ty2).
4.5 Ensaio de toxicidade
4.5.1 Preparo das solucdes

Cerca de 12,5 mg de sinefrina SQR foram transferidos para baldo volumétrico de
25 mL e dissolvidos em agua destilada. Posteriormente, transferiu-se aliquota de 1,0 mL dessa
solucdo para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-
se concentracéo final de 20 ug mL™ de sinefrina (solugo estoque).

A partir da solucdo estoque foi preparada a solucéo teste de sinefrina, transferindo-se
1,0 mL para baldo volumétrico de 10 ml e completando-se o volume com tampdo fosfato

salino (PBS), obtendo-se concentracao final de 2 pg mL™. Apés, retirou-se aliquota de 1,0 mL
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e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL e diluiu-se com PBS, atingindo-se a
concentracao final de 0,2 pg mL™.

Outra solucdo testada foi a de sinefrina degradada, para isso foi utilizada uma solucéo
de sinefrina na concentracdo de 20 pg mL™ em acetonitrila, previamente submetida a
degradacéo frente a luz (lampada UVC 254 nm). A solucdo permaneceu sob exposicéo da luz
até atingir um percentual residual de aproximadamente 50% da sua concentracdo inicial. O
restante do procedimento ocorreu conforme descrito no preparo da solucgéo teste de sinefrina.

O controle negativo foi preparado com 1% de acetonitrila e PBS.

4.5.2 Preparo da suspensao de células (SC)

Culturas de leucdcitos foram preparadas usando amostras coletadas de doadores
humanos por puncgdo venosa (pesquisa aprovada pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Maria, Carta de aprovacdo n° 23.081). Para o preparo da suspensdo de
células (SC) 8,0 mL de sangue foi imediatamente transferido para um meio de cultura
contendo 56,25 mL de RPMI 1640, 0,85 mL de fitohemaglutinina (PHA), suplementado com
21,25 mL de soro fetal bovino e 0,85 mL de estreptomicina (SANTOS MONTAGNER et al.,
2010).

4.5.3 Preparo dos grupos

Para a realizacdo do estudo de toxicidade foram designados quatro grupos nomeados
de controle negativo, controle positivo, solucdo teste de sinefrina e degradado.

Para o controle negativo foi preparado uma solucdo de PBS e outra de acetonitrila,
adicionadas de SC. Para o controle positivo foi realizada uma solugcdo contendo SC
adicionada de H,O, 30V e PBS.

Para as amostras referentes ao grupo teste de sinefrina, e degradado foram preparadas
solucdes adicionadas de SC nas concentracdes de 1, 10, 25, 50 e 100 ng mL™. Estas
concentragdes foram determinadas com base em estudo de Haller (2005) , que buscou
caracterizar a farmacocinética e efeitos cardiovasculares, em humanos, de suplementos
dietéticos contendo Citrus aurantium. Cada grupo foi composto por trés amostras de cultura.

As amostras foram homogeneizadas e levadas a estufa por um periodo de 12 h a

37,5 °C. Logo apos, foram centrifugadas a 3.000 RPM por 10 min, o sobrenadante foi
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descartado e o restante do meio foi resuspendido. Apds crescimento, 0s pardmetros

toxicoldgicos foram analisados utilizando as técnicas descritas a seguir.

4.5.4 Testes toxicologicos

Para a avaliacdo dos parametros genotoxicoldgicos sera utilizada a SC descrita no item
4.5.2. A viabilidade celular foi avaliada pela perda da integridade da membrana, utilizando o
azul de Trypan (BUROW et al., 1998). A diferenciacdo de células mortas/vivas foi
determinada microscopicamente e observada pela coloracdo azul das células mortas. Ja a
proliferagéo celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer, de acordo com
técnica de YUNIS, 1996. A genotoxicidade foi avaliada através do teste do micronucleo,

segundo a técnica descrita por Schmid (1975) e do ensaio cometa (SINGH et al., 1995).
4.5.5 Anélise estatistica
Todas as analises de toxicidade foram realizadas em software estatistico especifico. Os

dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste Post-Hoc de
Bonferroni. Foram considerados significativos os resultados com valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e Otimizagdo do método por CLAE

As condigdes cromatograficas que resultaram em adequados parametros analiticos
foram definidas apds teste de diferentes fases mével, proporcéo da fase orgénica, pH da fase
aquosa e fluxo da fase movel.

Os testes iniciais foram baseados em trabalhos publicados na literatura e realizados
com uma mistura binéria de acetonitrila:agua, numa propor¢do de 30:70, com pH na faixa de
2,5 a 3,5, ajustada com acido fosforico. Também foram avaliados os sistemas gradiente e
isocratico, analisados na faixa de vazdo de 0,5 mL min a 1,5 mL min™ (VIANAet al., 2013).
N&o obtendo éxito na separacdo cromatografica, foi testada nova fase movel, muito usual na
literatura, sendo esta composta por acetonitrila:acido fosférico 0,1% na proporcao 15:85 (V/v).
Com esta fase movel foram investigados o efeito do pH 2,5 e 3,0 e da vazdo, que variou de
0,6 a 1,0 mL min™ (AREND et al., 2009; MALESUIK; CARDOSO; STEPPE, 2008; SILVA,
2009).

Na tentativa de otimizar as condi¢Bes cromatograficas, outra mistura de solventes foi
investigada, desta vez acetonitrila:&cido fosférico 0,01% nas proporcées 30:70, 25:75, 20:80 e
15:85 (v/v) com pH 2,8 e 3,0 e vazéo que variou de 0,6 a 1,0 mL min™. Finalmente a fase
movel constituida por acetonitrila:acido fosférico 0,01% (v/v) pH 3,0 (ajustado com
trietilamina), na proporcdo 15:85 (v/v) foi definida para dar prosseguimento aos
experimentos, pois apresentou bons resultados nos parametros de adequabilidade do sistema,
tais como, numero de pratos tedricos (N = 9600), simetria de pico (T = 1,19),
reprodutibilidade das injecdes (DPR = 0,5; n =5).

Esta fase movel € de facil e rapido preparo, o que permite ser usada rotineiramente nas
analises de controle de qualidade. Além disso, ndo apresenta sais em sua composicao, 0s quais
poderiam ocasionar danos a coluna e ao sistema cromatogréafico.

As condicBGes cromatograficas definidas para quantificacdo da sinefrina por CLAE

estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condic¢des cromatogréaficas definidas para a quantificacdo de sinefrina por CLAE.

Parametro Descricéo

Fase movel Acido fosforico 0,01% (v/v) pH 3,0 com trietilamina:
Acetonitrila (85:15, v/v)

Vazao 1,0 mL min™

Coluna Thermo Scientific C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

Pré-coluna C18 (4,0 x 3,0 mm)

Deteccéo 220 nm

Temperatura 25°C

Volume injetado 20 pL

Os componentes da fase movel foram filtrados sob vacuo, através de uma membrana

com didmetro de poro de 0,45 um e desgaseificados em banho de ultrassom por 20 min.

5.2 Validagdo do método

O método desenvolvido foi validado para demonstrar a conformidade com os
requisitos nacionais e internacionais de métodos analiticos para o controle de qualidade de
produtos farmacéuticos. A validacdo do método foi realizada com base na avaliacdo dos
seguintes parametros: especificidade, linearidade, repetibilidade, precisdo intermediéria,
exatiddo e robustez (BRASIL, 2003). De acordo com Klein e colaboradores (2009) a
validacdo deve seguir a metodologia analitica, no entanto, os resultados podem seguir 0s
critérios de aceitacdo estipulados para métodos bioanaliticos, considerando-se a complexidade
do extrato vegetal, permitindo, assim, limites de aceitacdo maiores em relacdo aos métodos

analiticos.

5.2.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construcdo de curvas padrédo de
sinefrina (concentracdo versus &area do pico). O método mostrou-se linear na faixa de
7,5 a 45 pg mL™, sendo que a equagdo e o coeficiente de correlagdo (r) obtidos podem ser

verificados na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo grafica da curva padréo de sinefrina por CLAE
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O coeficiente de correlagdo demonstrou haver concordancia entre as concentragdes
utilizadas e as areas absolutas dos picos obtidas. A anélise por Anova demonstrou haver

regressao linear significativa (a) sem desvio da linearidade (b):

a) F calculado = 38327 > F critico = 4,75; p< 0,05
b) F calculado = 0,45 < F ¢ritico = 3,26; p< 0,05

5.2.2 Especificidade

Os estudos de degradacdo forcada foram conduzidos com o intuito de avaliar a
seletividade e a capacidade indicativa de estabilidade do método proposto utilizando sinefrina

padrdo e extrato seco de Citrus aurantium.
5.2.2.1 Degradacao da SQR de sinefrina

Na Figura 5A, pode-se observar o cromatograma da sinefrina SQR na concentracéo de
30,0 ng mL™. Podemos observar no cromatograma da Figura 5B, que quando submetido a
condicbes acidas de degradacdo (HCI 1 mol L™ por 4 h), houve um decaimento de
aproximadamente 36% na area do pico da sinefrina e 0 surgimento de um produto de
degradacdo em aproximadamente 2,6 minutos de analise (PD1b). Quando submetido a
degradaco alcalina (NaOH 5 mol L™) por um periodo de 6 h o percentual de degradacéo foi

de aproximadamente 5%, com o surgimento de quatro produtos de degradacdo (PD1c, PD2c,
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PD3c e PD4c), como pode ser observado na Figura 5C. Também, alguns aspectos em relacdo
as caracteristicas fisicas desta amostra devem ser considerados. Quando submetida ao refluxo,
apos periodo de 6 h, a amostra apresentou coloracdo levemente amarelada e uma espécie de
precipitado, provavelmente devido a algum dos produtos de degradacdo formados. Na
degradacédo oxidativa (H,O, 10%, por 48 h) o decaimento do pico referente a sinefrina foi de
aproximadamente 30%, com a ocorréncia de um expressivo produto de degradagdo com
pequeno tempo de retencdo, praticamente junto ao volume morto, em 2 minutos (PD1d) e
outros dois produtos de menor intensidade (PD2d e PD3d), como pode ser observado na
Figura 5D. Este dado confirma o fato de que farmacos que apresentam em sua estrutura
quimica grupos fendlicos, alcoois e duplas ligacbes sdo altamente passiveis de sofrerem
oxidacdo (NUDELMAN, 1975). Reacdo de degradacao oxidativa também foi verificada com
a epinefrina, analogo enddégeno da sinefrina (NUDELMAN, 1975). Os resultados da
degradacéo fotolitica estdo demonstrados na Figura 5E. Nessa condicdo pode ser observada a
ocorréncia de picos adicionais de menor intensidade (PD1e, PD2e, PD3e, PD4e e PD5g), além
do sinal relativo a sinefrina com decréscimo na area do pico de aproximadamente 35% ap0s 1
h de exposicdo. Fato que demonstra a sensibilidade da sinefrina a radiacdo luminosa, pois de
acordo com Nudelman (1975) esta sensibilidade é diretamente proporcional ao nimero de
cromoéforos presentes na molécula, sendo que serdo mais fotolabeis farmacos que contém,
dentre outros elementos, o atomo de nitrogénio e duplas ligacdes em suas moléculas, como é

0 caso da sinefrina.



43

Figura 5 - (A) Cromatograma da solucdo padrdo de sinefrina 30,0 pg mL™?; (B) degradacéo
4cida (HCI 1 mol L™, 4 h) e produto de degradacido (PD1b); (C) degradacdo alcalina (NaOH
5 mol L%, 6 h) e produtos de degradacdo (PD1c, PD2c, PD3c e PD4c); (D) degradacio
oxidativa (H,O, 10%, 48 h) e produtos de degradacdo (PD1d, PD2d e PD3d);(E)
fodegradacdo (UVC-254 nm, 1 h) e produtos de degradacdo (PDle, PD2e, PD3e, PD4e e

PD5e).
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5.2.2.2 Degradacéao do extrato de Citrus aurantium

Na Figura 6A, pode-se observar o cromatograma da sinefrina no extrato de Citrus
aurantium na concentracdo de 30,0 ug mL™. Quando o extrato foi submetido s condicées de
degradacdo 4cida (HCI 1 mol L™) por 5 h, ocorreu a formacéo de dois produto de degradagéo
(PE1b e PE2b), com decréscimo de 28,6% na &rea do pico da sinefrina (Fig. 6B). A
degradacéo alcalina resultou no surgimento de novos produtos de degradacdo (PElc, PE2c,
PE3c e PE4c), além de um decréscimo na area do pico da sinefrina de aproximadamente 5%
(Fig. 6C), praticamente o mesmo percentual de degradacdo apresentado na degradacéo
alcalina do padrdo de sinefrina. Todavia, também apresentou as mesmas caracteristicas
fisicas, quando na degradacdo do padréo apds 6 h de aquecimento. Ao contrario do que foi
visualizado na degradacdo oxidativa do padrdo, na degradacdo do extrato, houve pouco
decaimento na area do pico da sinefrina, em torno de 5%, mas com o surgimento do produto
de degradacdo majoritario em torno de 2 min, como ocorreu na degradacdo do padrdo (Fig.
6D). Na andlise dos cromatogramas da degradacéo oxidativa do padréo (H.O, 10% em 48 h) e
do extrato (H,0, 30% em 72 h) percebe-se menor decaimento do pico da sinefrina no extrato,
mesmo com 0 reagente mais concentrado e maior tempo de exposi¢do. Sugere-se que essa
diferenga provavelmente ocorra devido a presenca de compostos com caracteristicas
antioxidantes no extrato de Citrus aurantium, como mencionado na literatura (MUTHIAH,
2012, WANG et al., 2014). Quando submetido a degradacdo frente a luz por 20 h ocorreu
reducdo de aproximadamente 42% na area do pico da sinefrina e a formacdo de alguns
produtos de degradacdo (PEle, PE2e e PE3e) que foram resolvidos do pico do farmaco, como
pode ser observado na Figura 6E.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813014001561
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Figura 6 - (A) Cromatograma de sinefrina 30,0 pg mL™ em extrato de Citrus aurantium;
(B) degradacéo acida (HCI 1 mol L?, 5 h) e produtos de degradacdo (PElb e PE2b);
(C) degradacdo alcalina (NaOH 5 mol L™, 6 h) e produtos de degradacio (PElc, PE2c, PE3c
e PE4c); (D) degradacdo oxidativa (H,O, 30%, 72 h) e produto de degradacdo (PE1d);
(E) fotodegradacao (UVC-254 nm, 20 h) e produtos de degradacdo (PEle, PE2e e PE3e).
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Pellati e Benvenuti (2007b) realizaram um teste de estabilidade com um extrato de
Citrus aurantium armazenado em frasco ambar a uma temperatura de 4 °C e a temperatura
ambiente (25 °C), sendo as amostras analisadas a cada 12 h, de um periodo de 72 h. Nenhuma
alteracdo, do analito em solucdo, foi observada no perfil cromatografico, assim como também
ndo houve a formacdo de produtos de degradacéo. Estes dados reforcam ainda mais a questéo
da fotodegradacdo, visto que, neste trabalho, quando submetido a 20 h de exposicdo a luz
ultravioleta, além da formacéo de produto de degradacdo, uma reducdo na area do pico de
cerca de 40% foi observada.

A partir da andlise dos cromatogramas pode-se verificar que 0 método proposto
conseguiu separar a sinefrina dos produtos de degradacdo, formados em condigdes de
estresse. Além disso, permitiu a analise qualitativa e quantitativa da sinefrina na presenca dos
produtos de degradacdo e constituintes da matriz, portanto, pode-se dizer que o método é
indicativo da estabilidade. Na analise utilizando a ferramenta do detector de arranjo de
fotodiodos foi possivel sugerir que o pico cromatografico referente a sinefrina se manteve
puro em todas as determinagdes. Esses resultados corroboram com a especificidade e
seletividade do método no sentido de que ndo ocorreu co-eluicdo de produtos de degradacgédo
ou compostos constituintes da matriz no mesmo tempo de retencdo da sinefrina, nas

condigdes analisadas.

5.2.3 Precisao

Os resultados da precisdo, obtidos para 0 método proposto, foram expressos como
DPR e podem ser visualizados na Tabela 3. Foi observado, em todos os testes realizados, que
0 método, além de apresentar resultados coerentes com os limites estabelecidos pela
legislacdo vigente (BRASIL, 2003), também apresentou baixos percentuais de DPR,

indicando o elevado nivel de precisdo do método.
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Tabela 3 - Precisdo intra e interdia da determinacéo de sinefrina em extrato seco.

Precisao Intradia

Teor médio (%) DPR (%)
Dia 1 (n=6) 101,53 1,77
Dia 2 (n=6) 104,94 1,05
Dia 3 (n=6) 99,82 0,96
Precisdo Interdia (n=18)
Teor médio (%) DPR (%)
102,09 2,48

5.2.4 Exatidao

O teste de exatiddo avaliou a porcentagem de recuperacdo obtida em cada nivel de
concentracdo de sinefrina, sendo que para cada concentracdo foram realizadas trés
determinacGes. A recuperacao média foi de 102,03% (DPR = 0,79), como pode ser observado
na Tabela 4. A recuperacdo € considerada satisfatoria, quando comparada com trabalhos
anteriores, que apresentaram resultados semelhantes (PELLATI; BENVENUTI, 2007a;
ARBO et al., 2008).

Tabela 4 - Resultados do teste de recuperacdo de sinefrina em extrato seco por CLAE

Concentracdes de SQR (ug/mL) Recuperacao (%o) Média (%)
adicionadas + DPR + DPR
5 102,01 + 0,66
10 102,85 + 1,42 102,03 £ 0,79
15 101,23 +£1,35

5.2.5 Robustez

A robustez do método revelou que pequenas e deliberadas modificacdes nas condigdes
cromatograficas, ndo resultaram em problemas na quantificagdo da sinefrina, confirmando a

robustez do método proposto. Os resultados deste teste podem ser visualizados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados obtidos no teste de robustez da sinefrina

Condigdes Concentracéo de sinefrina (%)
Fluxo 0,8 mL min™ 103,56
Fluxo 1,2 mL min™ 103,17
pH 2,8 99,56
pH 3,2 100,60
20% ACN 100,18
10% ACN 99,89
25 min extracao 98,84
35 min extragao 98,98
Condic¢do normal 103,91

5.3 Cinética de degradacao

A finalidade dos testes cinéticos é proporcionar subsidios a respeito da qualidade de
um farmaco frente as condicdes de estresse. Sdo avaliadas as variagdes do produto em funcéo
do tempo sob a influéncia de uma variedade de condi¢bes ambientais como temperatura,
umidade, pH e luz. As informacGes obtidas podem ser utilizadas para colaborar com a
determinacdo do prazo de validade ou com as condi¢des de estocagem do produto acabado
(HUYNH-BA, 2009; NUDELMAN, 1975).

De acordo com Nudelman (1975), para determinar a cinética 0s ensaios devem ser
conduzidos até um estagio avancado de degradacdo (cerca de 50%), pois do contrario, 0s
valores obtidos podem ser pouco precisos.

A cinética de fotodegradacdo foi calculada para a SQR e para o extrato, através da
concentracdo do farmaco em funcdo do tempo, sendo que os respectivos valores de
concentracdo, log e parcelas de concentragdo estdo apresentados na Tabela 6. A tabela
também ilustra a progressiva degradacdo da sinefrina no decorrer do experimento. Os
resultados indicam que a sinefrina SQR pode ser mais fotossensivel comparada ao extrato.
Sugere-se que este fato decorre do extrato ser composto por indmeras substancias e
metabolitos secundarios, e que alguns destes, possam estar exercendo algum tipo de efeito
fotoprotetor no extrato, no entanto, ndo foram encontrados na literatura relatos que

comprovem essa afirmativa.
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Tabela 6 - Cinética de fotodegradacdo da sinefrina e extrato seco de Citrus aurantium em
solucgéo exposta a lampada UVC 254 nm.

Amostra Tempo (min) ((;; )O ncenggﬁi_l Log da Concentracdo 1/Concentracao
0 100 18,00 2,8904 0,0555
20 89,24 16,06 2,7763 0,0623
40 77,60 13,97 2,6369 0,0715
60 73,09 13,16 2,5772 0,0759
80 70,07 12,61 2,5345 0,0793
SQR 100 65,15 11,73 2,4621 0,0852
120 61,14 11,00 2,3979 0,0909
150 58,12 10,46 2,3475 0,0956
180 55,87 10,06 2,3086 0,0994
240 54,38 9,79 2,2814 0,1021
360 40,98 7,88 2,0643 0,1269
0 100 18,00 2,8903 0,0555
120 85,06 15,31 2,7285 0,0653
Extrato 180 79,18 14,25 2,6567 0,0701
300 71,30 12,83 2,5517 0,0779
420 58,84 10,59 2,3599 0,0944
540 49,89 8,98 2,1950 0,1113

Na Figura 7 tem-se uma representacdo grafica da concentracdo de sinefrina SQR

remanescente em fungdo do tempo para cada ordem de reacdo. Através da analise dos

coeficientes de correlacdo, foi possivel verificar que a fotodegradacdo da sinefrina SQR em

solucdo de acetonitrila seguiu cinética de segunda ordem. J& a representacdo grafica da

concentracéo de sinefrina remanescente, no extrato de Citrus aurantium, em funcéo do tempo,

pode ser visualizada na Figura 8. Observando-se os coeficientes de correlagdo foi possivel

identificar que o mesmo analito presente no extrato de Citrus aurantium demonstrou uma

cinética de primeira ordem. Sugere-se que essa variacdo entre as ordens de reacdo tenha

ocorrido devido aos inimeros constituintes presentes no extrato, visto que para obter o mesmo

teor de degradacdo o extrato necessitou ficar por muito mais tempo exposto a radiacdao, em

comparacdo com a sinefrina SQR.
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Figura 7 - Gréaficos de concentracdo (reacdo de ordem zero - A), log de concentracdo (reacao
de primeira ordem - B) e inverso de concentracdo (reacdo de segunda ordem - C) de sinefrina

SQR remanescente em fungédo do tempo.
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Figura 8 - Gréaficos de concentracdo (reacdo de ordem zero - A), log de concentracdo (reacao
de primeira ordem - B) e inverso de concentracdo (reacdo de segunda ordem - C) de sinefrina
remanescente, no extrato de Citrus aurantium, em funcéo do tempo.
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Dessa forma, com auxilio dos modelos cinéticos, foi possivel calcular a constante da
velocidade de degradacdo (k), o tempo que o farmaco leva para se reduzir a 50% da sua
concentragdo inicial (ty2) e o tempo necessario para que ocorra redugdo de 10% da

concentragéo inicial do farmaco (tgo). Estes valores podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Constante de velocidade de degradacgdo (k), meia-vida (t12) e tgo para sinefrina e
extrato de Citrus aurantium submetidas a fotodegradacao.

Amostra k ty2 (Min) too (Min)
SOR 0,000296 187,62 20,88
Extrato 0,001282 540,56 81,90

Embora a sinefrina presente no extrato seco de Citrus aurantium tenha apresentado um
ti, € tgo maiores do que o farmaco isolado, provavelmente pela presenca de substancias
fotoprotetoras presentes no extrato, considerando a complexidade do extrato bruto, sugere-se
gue a mesma, nas condicOes testadas, € susceptivel a degradacdo fotolitica e deve receber
atencdo especial quando na manipulacdo e armazenamento de preparacdes a base dessa
substancia, vindo a contribuir para a obtencdo de formulacGes mais estaveis, mantendo sua

seguranca e eficacia.

5.4 Ensaio de Toxicidade

O uso milenar de plantas medicinais mostrou, ao longo dos anos, que determinadas
plantas podem apresentar substancias potencialmente toxicas. Por isso, estudos que envolvam
fitoterapicos tem sido motivo de preocupagdo nos meios cientificos, pois além das constantes
ocorréncias de adulteracdes, deve-se considerar 0s riscos toxicos, como os danos ao DNA.
Estes podem se manifestar de forma aguda e até mesmo em longo prazo, trazendo
complicacBes ainda maiores. Nesse sentido, técnicas que permitem detectar alteracGes/danos
nas células dos individuos sdo de extrema importancia (AQUINO, 2010; LAPA et al., 2004;
MARIANO, 2012; MARQUES et al., 2003).

Os resultados da determinacédo do efeito da sinefrina sobre a proliferacdo de culturas
de leucdcitos sdo mostrados na Figura 9. N&o se observou diferenga estatisticamente
significativa no nimero de leucdcitos, comparando-se as cinco concentracdes de sinefrina

testadas, com o controle negativo.
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Figura 9 — Efeitos da sinefrina na proliferacdo celular de culturas de leucdcitos.
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A Figura 10 mostra o percentual de células vidveis para 0s grupos controle (positivo e
negativo) e teste, utilizando diferentes concentragbes da sinefrina. Entre os metodos que
avaliam a viabilidade celular utiliza-se o corante azul de Trypan. Este tem a capacidade de
penetrar somente em células mortas, que tem suas membranas danificadas, por meio do fluxo
de corante que ocorre para o interior da célula, fornecendo uma coloracao azul. Assim, células
vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, ndo adquirem nenhuma coloracédo
(ALVES et al., 2010).

Figura 10 - Viabilidade celular de leucécitos medido pelo corante azul de Trypan, apos

exposicao a diferentes concentracdes de sinefrina.
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Todas as concentracGes de sinefrina manteram as células viaveis, exceto a solugéo
mais concentrada do degradado (100 ng mL™) que demonstrou reducdo no percentual de
viabilidade celular, demonstrando comportamento semelhante ao controle positivo (H20,).

Estes resultados refletiram diretamente nos dados obtidos no ensaio cometa (Figura
11). Pois este exige, como condicdo prévia, uma alta viabilidade celular (COLLINS et al.
2008). indice de dano ao DNA foi observado em cultura de leucdcitos adicionadas de H,0,. O
mesmo foi utilizado com a finalidade de mimetizar um ambiente de estresse oxidativo. O
H,O, € uma das principais espécies reativas e esta envolvido em importantes funcdes
celulares. Porém, em situacOes de estresse oxidativo, pode oxidar biomoléculas como o DNA.
Este efeito foi observado com a solu¢do mais concentrada da sinefrina e do degradado, 100 ng
mL™, embora este dano tenha sido inferior ao grupo controle positivo, sugere um possivel
efeito genotdxico. As demais concentragfes ndo causaram danos ao DNA, visto que ndo
diferiram estatisticamente do controle negativo.

Figura 11 — Ensaio Cometa: indice de danos ao DNA de células expostas a diferentes
concentracdes de sinefrina.
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A producdo de micronucleos foi alta no tratamento com H,0,, e significativamente
diferente dos demais tratamentos. As células expostas a sinefrina obteram baixa producédo de

micronucleos, sendo que ndo houve diferenga estatisticamente significativa destes tratamentos
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com o controle negativo, portanto, pode-se sugerir que ndo houve qualquer efeito mutagénico

nas concentracgdes de sinefrina testadas (Figura 12).

Figura 12 — Efeitos da sinefrina na producéo de micronucleos em culturas de células.
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Vérios estudos com extratos vegetais tém demonstrado resultados com acdo
genotoxica e mutagénica (ANDRADE, 2007; GINDRI et al., 2014). Tais estudos, assim como
os que foram desenvolvidos nesse trabalho, mostram a importancia de se avaliar
cientificamente a segurancga de produtos utilizados na medicina popular. Os resultados, nas
condigdes testadas, sugerem que a sinefrina apesar de ndo apresentar efeito mutagénico,
diminuiu a viabilidade celular e apresentou dano ao DNA na maior concentracdo estudada.
Devido aos resultados obtidos, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de maiores
estudos nesta linha de pesquisa, com o intuito de colaborar com a seguranga e eficacia
terapéutica dos produtos e diminui¢do do risco a saide humana.
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CONCLUSAO

O método desenvolvido por CLAE ¢ indicativo da estabilidade e provou ser simples,
linear, preciso, exato e seletivo, demonstrando satisfatorios resultados frente aos
parametros testados. Também se mostrou adequado para identificacdo e quantificacao
da sinefrina em extrato de Citrus aurantium podendo ser usado para analise da mesma
e também de produtos de degradacdo em estudos de estabilidade.

O estudo da cinética de fotodegradacdo da sinefrina em acetonitrila seguiu cinética de
segunda ordem, enquanto o extrato seguiu reacdo de primeira ordem, nas condicdes de
analise.

Nos ensaios toxicoldgicos realizados foi possivel verificar, nas condi¢Ges testadas, que
apesar de ndo apresentar efeito mutagénico, a sinefrina diminuiu a viabilidade celular
e causou dano ao DNA na concentracéo de 100 ng mL™.

Os resultados apresentados, até o momento, vém contrituir com o controle de
qualidade e seguranca biologica da sinefrina e de extratos de Citrus aurantium. Estes
dados podem ser utilizados como subsidios para elaboracdo de preparacdes
farmacéuticas ou suplementos alimentares a base dessa substancia, contribuindo com a

seguranca e eficcia destes produtos.
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