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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo dos compostos fendlicos
presentes na casca do fruto de Punica granatum L. (romd) com diferentes
locais de coletas e adquiridas comercialmente, bem como desenvolver e validar
método analitico para separacdo e quantificagdo de punicalaginas totais por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE), ensaios de pureza como determinacdo de agua e cinzas
totais e testar a atividade anti-inflamatoria pela avaliacdo antiquimiotéxica in
vitro do extrato e fracdo enriquecida de punicalagina. Para a otimizacdo da
extracdo com amostra coletada em Alegrete/15, diferentes técnicas extrativas
foram testadas, entre elas: maceracédo, ultrassom, ultraturrax e refluxo, sendo
esta ultima a escolhida. Analises de fatores criticos que influenciam na
resposta, sendo eles temperatura, granulometria, porcentagem do solvente
extrator, relacdo massa vegetal/solvente e tempo, foram realizadas, utilizando
software estatistico MiniTab®. O método por CLAE foi desenvolvido, permitindo
a separacao e quantificacdo dos anémeros punicalagina a e 3, com o emprego
de coluna cromatogréfica Kromasil® C1g — 5ym x 4.6mm x 150mm e fase moével
constituida por agua acidificada com acido trifluoroacético : acetonitrila
acidificada com TFA.. O método p6de ser considerado eficiente e confiavel,
sendo linear, preciso, robusto, exato e especifico, podendo ser utilizado para
analise do extrato de P. granatum. O extrato bruto, bem como a fracdo de
punicalaginas foram testados e reduziram significativamente a migracao
leucocitaria nas concentracdes mais elevadas (10 e 1 yg/mL) em relacdo ao
controle positivo, indicando potencial atividade inibitéria da migracéo

leucocitaria.

Palavras chave: Punica granatum, casca, otimizagao, validacdo, CLAE, anti-
inflamatério, punicalagina.






ABSTRACT

The objective of this work was to optimize the extraction of the phenolic
compounds present in the fruit bark of Punica granatum L. (pomegranate) with
different collection sites and commercially acquired, as well as to develop and
validate an analytical method for the separation and quantification of total
punicalagins by liquid chromatography (HPLC) and ultra-high performance
liquid chromatography (HPLC), purity tests such as water determination and
total ashes, and to test the anti-inflammatory activity by the in vitro
antichemistoxic evaluation of the extract and enriched fraction of punicalagin.
For the optimization of the extraction with sample collected in Alegrete / 15,
different extractive techniques were tested, among them: maceration,
ultrasound, ultraturrax and reflux, the latter being chosen. Analysis of critical
factors influencing the response, being temperature, particle size, solvent
extractor percentage, vegetable mass / solvent ratio and time, were performed
using MiniTab® statistical software. The HPLC method was developed allowing
separation and quantification of the punicalagin a and B anomers using a
Kromasil® C18 - 5um x 4.6mm x 150mm chromatographic column and mobile
phase consisting of water acidified with trifluoroacetic acid: acetonitrile acidified
with TFA The method could be considered efficient and reliable, being linear,
precise, robust, exact and specific, and it can be used for the analysis of the
extract of P. granatum. The crude extract as well as the fraction of
punicalaginas were tested and significantly reduced the leukocyte migration at
the highest concentrations (10 and 1 ug / mL) in relation to the positive control,

indicating potential inhibitory activity of leukocyte migration.

Key words: Punica granatum, rind, optimization, validation, hplc, anti-

inflamatory, punicalagin.






l. INTRODUCAO GERAL






O uso de plantas medicinais é uma das formas mais antigas utilizadas
para o tratamento de enfermidades que acometem o homem. Seu uso, com
fins terapéuticos, cura de doengas e sintomas, ocorre desde o inicio da
civilizacdo. Quando o homem comecou a prestar mais atencdo em suas
atividades, passou a aprimorar 0s processos de manuseio, adaptacdo e
modificacdo dos recursos naturais para seu proprio beneficio. Com o
crescimento linear da populacdo, os altos indices de doencas que afligem a
humanidade e o aumento do niumero de formas de patégenos que prejudicam a
salude e o bem-estar, a busca de efeitos terapéuticos das plantas tornou-se
uma importante ferramenta (FERRAZ et al., 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utiliza préaticas tradicionais com
plantas medicinais na atencdo primaria a saude e para o tratamento de
diversas enfermidades (ROSA et al.,, 2011). O Brasil € um exemplo desta
situacdo onde ainda, muitas vezes, o0 uso de plantas medicinais € importante
recurso terapéutico para algumas comunidades e grupos étnicos
(GONCALVES et al., 2011).

Até metade do século XIX, a maior parte dos medicamentos
comercializados era derivada de plantas. Ap6s a Revolucdo Industrial, a
industria farmacéutica voltou seus interesses para farmacos sintéticos. Apesar
disso, a etnofarmacologia como ferramenta para a descoberta de farmacos a
partir de produtos naturais permaneceu gerando resultados importantes e,
continua despertando interesse dos pesquisadores (GILANI & RAHMAN, 2005;
PATWARDHAN, 2005).

O Brasil € um pais de dimensdes continentais, e apresenta quase um
terco da flora mundial subdividida em dez biomas com uma biodiversidade
extremamente rica, podendo ser fonte de novos medicamentos para tratamento
de doencas. No entanto, mesmo com essa gama de possibilidades disponivel
de fontes naturais e 0 uso generalizado de plantas pela populacao,
relativamente pouco tem sido realizado para transformar esse potencial em
vantagens para 0s usuarios. Apesar da importancia dos vegetais para o
desenvolvimento de novos fitoterapicos € indispensavel a concomitante
protecdo e manutencdo destes ecossistemas (AMARAL et al., 2006; LI et al.,
2011; ALMEIDA & SCHEFFER, 2012).
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Il. Revisao Bibliogréafica

II. 1. Espécie Punica granatum L.

A espécie Punica granatum L., conhecida popularmente no Brasil como
roma ou romazeira, € caracterizada como um grande arbusto ou uma pequena
arvore, podendo atingir de um metro e meio a seis metros de altura (Figura 1 e
2). E uma espécie originaria da Asia e que, atualmente, é amplamente
cultivada em todos continentes, principalmente em paises de climas tropicais e
subtropicais. E pertencente a uma familia pequena, tendo apenas um Unico
género e duas especies: Punica granatum L. e Punica protopunica (WERKMAN
et al., 2008; TELES & COSTA, 2014; GULLON et al., 2016;), sendo que para a
ltima citada ndo h& uma concluséo que representa uma espécie valida.

Existem relatos da utilizacdo de roma em vérias tradicdes, que reportam
desde a antiguidade. Nas diferentes partes do globo e também entre as
diversas crencas e religides, simboliza sanidade, renascimento, fertilidade e
abundancia. E citada na mitologia e arte egipcia, e também no antigo
testamento e Babilénia (WERKMAN et al., 2008).

A medicina popular em diferentes regides do mundo utiliza diferentes
partes da romazeira, para tratar varios problemas de saude, mas,
predominantemente desordens gastrointestinais.

Diversos trabalhos mostram que P. granatum apresenta variadas
atividades biologicas, tais como: antioxidante, antiviral, antibacteriana,
antidiarreica, anti-helmintica, prevencdo de doencas crbnicas que atingem
grande parte da populacdo mundial como, diabetes, doencas cardiovasculares,
doencas do trato digestivo e respiratdrio, e ainda atuando na restauracédo do
sistema imunoldgico (SYED et al.,, 2007; BOROCHOV-NEORI et al., 2009;
TEHRANIFAR et al., 2010; MIDDHA et al., 2013). Estudos realizados por Khan
(2009) revelam ainda que P. granatum apresenta atividades anticancer,
enquanto que Medjakovic e Jungbauer (2012) observaram uma melhora frente
a sindromes metabdlicas.

Aslam e colaboradores (2006) descreveram o potencial dos extratos de

P. granatum para a cicatrizacao da pele humana, com regeneracéo da derme e
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epiderme, incluindo também potencial protecdo frente a raios ultravioleta (UV-
B) (AFAQ et al., 2005).

Figura 2. Fruto de roma.

Diferentes grupos de pesquisa estudaram a acdo de variados extratos
de romd, preparados a partir das diferentes partes da planta, avaliando-se a
atividade antimicrobiana frente as principais bactérias patogénicas e, inclusive,
cepas resistentes a antibioticos. Os extratos mostraram-se ativos frente ao
crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Klebsiella
pneumoniae, Helicobacter pylori, cepas de Salmonella enterica entre outros,

onde os extratos de modo geral apresentaram grande potencial antibacteriano,
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sendo testados isoladamente ou em associagdo com antibioticos
convencionais, demonstrando atividade sinérgica. Alguns autores ainda
sugeriram que 0s extratos ativos de P. granatum podem ser utilizados como
conservantes em alimentos e medicamentos, prevenindo a contaminacdo e
proliferacdo de microrganismos indesejaveis (ANESINI & PEREZ, 1993;
PEREZ & ANESINI, 1994; NAVARRO et al., 1996; DE et al., 1999; NIMRI et
al.,1999; NASCIMENTO et al., 2000; AHMAD & BEG, 2001; PRASHANTH et
al., 2001; MACHADO et al., 2003; VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2004; RANI &
KHULLAR, 2004; BRAGA et al., 2005; WAFA et al. 2017).

Guevara e colaboradores (1994) avaliaram o efeito in vitro de diversas
plantas populares no Peru, entre elas a P. granatum, para o tratamento da
diarreia e da colera. A infusédo e a decoccdo de casca de roma apresentaram o
melhor efeito bactericida. Das et al. 1999, estudaram a acgédo de extratos das
sementes frente a diversos modelos de diarreia em ratos, cujos resultados
foram promissores na inibicdo deste quadro de desordem.

Vasconcelos e colaboradores (2003) concluiram que o extrato de P.
granatum pode ser utilizado como agente antifingico tépico, incorporado a um
gel, para o tratamento da infeccdo por céndida associada a estomatite,
causada pelo uso de dentadura. Entretanto, em 2006, Salgado e colaboradores
desenvolveram e avaliaram in vivo a acao de um gel contendo extrato da casca
de roma a 10%, onde este ndo se mostrou efetivo para uso contra formacao de
placa bacteriana gengival e gengivite.

Ainda, sobre as atividades frente a microrganismos, extratos de roma
mostraram potencial atividade antiviral. Efeitos promissores foram obtidos
frente ao virus Herpes simplex, virus Sindbis e poliovirus (MOUHAJIR et al,
2001; LI et al. 2004). Testes in vitro realizados por Neurath e colaboradores
(2004), mostraram que o suco de roma apresenta atividade inibitéria contra
HIV-1, sendo observada competicdo por receptores de células alvos para
infeccéo.

O extrato aquoso da casca do fruto de P. granatum apresentou
resultados promissores em testes realizados por Hukkeri e colaboradores
(1993), nas quais avaliou a atividade anti-helmintica frente a Taenia solium,
Ascaridia galli e Pheritima posthuma, sendo mais potente que a substancia

padrdo utilizada. Pesquisa realizada por Al-Megrin em 2016, revelou o extrato
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da casca de roma como um tratamento alternativo importante para prevencao e
tratamento da infec¢cdo causada por Giardia lamblia em modelo agudo in vivo,
em ratos.

Trabalhos realizados com o 6leo das sementes de roma apresentaram
significantes resultados na inibicdo da angiogénese e diminuicdo da incidéncia
de tumores, indicando este como um potente agente quimiopreventivo contra o
cancer de mama humano, cancer de pele e cancer de célon em ratos (KIM et
al. 2002; HORA et al. 2003; TOI et al. 2003; MEHTA & LANSKY 2004). Outro
estudo utilizando como farmacégeno as sementes do fruto da roma avaliou o
efeito do extrato em ratos diabéticos, onde apdés 12h houve reducdo
significativa dos niveis sanguineos de glicose nos animais (DAS et al., 2001).
Avaliacdo feita com extratos a partir das flores de romazeira em ratos normais
e diabéticos mostrou resultados positivos, reduzindo a taxa de glicose
sanguinea nos animais diabéticos e ainda, aumentando a tolerancia/inibicdo da
absorcdo intestinal de glicose nos animais normais (PEREIRA, 1997; JAFRI et
al. 2000; HASONA et al. 2016).

Estudo realizado por Houston e colaboradores, (2016) objetivou avaliar a
acdo do extrato das cascas de P. granatum em aplicacdo topica, utilizando
modelo ex vivo em pele de porco, para atividade anti-inflamatoria. Analisando
os resultados frente a expressédo da cicloxigenase (COX-2), o extrato isolado e
principalmente associado com zinco, apresentou potencial para reduzir a
inflamacdo e dor associadas a condicfes alteradas da pele, devido a
significativa penetragéo pela via dérmica.

A tabela 1 apresenta mais atividades biolégicas descritas para diferentes
extratos de P. granatum e, além disso, ndo apresentam toxicidade aguda e
toxicidade subcronica em estudos realizados in vivo, como também
demonstraram que o extrato de P. granatum apresentou efeitos toxicos em
concentracfes superiores as necessarias para se obter atividade antiviral, ou
ainda auséncia de toxicidade (CERDA et al. 2003; VIDAL et al. 2003).
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Tabela 1. Atividades bioldgicas descritas na literatura para diferentes extratos de P. granatum.

Punica granatum

Farmacdgeno Tipo de extrato

Atividade

Referéncia

Hidroalcodlico (80%

metanol)

Hidroalcodlico (60%

metanol)

Acetona:agua
(70:30)

Metanodlico

Sementes - Suco
Aquoso

Hidroalcodlico

Antioxidante

Antioxidante

Anticancer

Anticancer /

antioxidante

Sindromes

metabdlicas

Reparo e

regeneracgao celular

Antibacteriana

Borochov-Neori et
al,. 20009.

Tehranifar et al.,
2010

Khan et al., 2007.

Syed et al., 2007.

Medjakovic &
Jungbauer 2012

Aslam et al., 2006

Moreira et al., 2014.

o . Rani & Khullar,
_ Antidiarreico /
Metanolico _ _ 2004.
Antibacteriana
- o Das et al., 1999.
Antidiarreica
Aquoso Neurath et al.,
HIV-1
2004.
Fermentacéo ~
Cancer de mama _
Toi et al., 2003.
Metanolico L
Antidiabética
Das et al., 2001.
) Medjakovic &
Sindromes
- . Jungbauer 2012
metabdlicas
Etanolico Nascimento et al.,

Oleo da semente

Antimicrobiana

Céncer de pele

Cancer de mama

2000.

Hora et al., 2003.

Toi et al., 2003.
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Tabela 1. Continuacéo.

Flor . -
Hidroalcodlico

(etanol 50%)

Sindromes

metabolicas

Antidiabética

Medjakovic &
Jungbauer 2012.

Jafri et al., 2000.

Metandlico

Extrato incorporado a

gel de carbopol

Aquoso

Aguoso

Casca do fruto

Etanolico

Aquoso

Aquoso

Metanol 70%

Antidiabética

Sindromes

metabolicas

Antiflngica topica

Herpes simples

Antibacteriana

Sindromes

metabdlicas

Antibacteriana

Anti-helmintica

Anti-inflamatoria

Tratamento contra

Middha et al., 2013.

Medjakovic &
Jungbauer 2012.

Vasconcelos et al.,
2003.

Li et al., 2004.

Guevara et a.l, 1994.

Medjakovic &
Jungbauer 2012.

Wafa et al., 2017.

Hukkeri et al., 1993.

Houston et al., 2016.

Giardia Al-Megrin, 2016.
Aquoso
Cancer de mama Kim et al., 2002.
Sindromes
metabdlicas Medjakovic &
Jungbauer 2012.
i Reparo e regeneragdo
Casca da arvore Aquoso
celular Aslam et al., 2006.
Alcool 70% o _
Diarreia e disenteria/ Ahmad & Beg, 2001.
antibacteriana
. ) o Antiviral: herpes B
Nao descrito Metandlico Mouhajir et al., 2001.

simples; poliovirus.
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Dentre os principais metabdlitos secundarios encontrados na espécie P.
granatum, destacam-se flavonoides, antocianinas, taninos, alcaloides, acido
ascorbico, acidos graxos conjugados e acido ursélico (JAIN et al.,, 2011;
FISCHER et al., 2013; NUNCIO-JAUREGUI et al., 2014).

Classificadas como taninos hidrolisaveis, as punicalaginas (anémeros a
e B) sdo os compostos majoritarios no extrato hidroalcodlico das cascas do
fruto de Punica granatum L. S&ao polifenois de alta massa molar apresentando
caracteristicas de adstringéncia, cor, sabor e sua estabilidade oxidativa (CHEN
et al., 2000; NACZK & SHAHIDI., 2004; GONCALVES., 2008).

Esta classe de compostos apresenta notaveis atividades biolégicas e é
extensivamente utilizada pela medicina popular por suas propriedades
adstringentes. Os taninos reagem com as proteinas das diversas camadas de
tecidos, precipitam micro proteinas sendo Uteis no tratamento de Ulceras
pépticas. Formam uma pelicula protetora que previne a absorcdo de
substancias toxicas, promovendo resisténcia para acdo de enzimas
proteoliticas (VASCONCELOS et al., 2008).

O tanino punicalagina (Figura 3) se destaca como uma molécula
funcional e relatos na literatura descrevem propriedades hepatoprotetora (LIN
et al.,, 1998 e LIN et al., 2001), inibicdo do virus da herpes simplex-1 (HIV-1)
(LIN et al., 2011), antitumoral (MATSUURA et al., 1999; VILADOMIU et al.,
2013; ZAHIN et al., 2014), antioxidante (LIN et al., 1998; LIN et. al., 2001; AQIL,
2012), antigenotdxica (CHEN et al., 2000) e anti-inflamatoria (LIN et al., 1998).
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Figura 3. Estrutura quimica da punicalagina a e .

Punicalagina mostrou-se ndo toxica em estudo de toxicidade in vivo,
onde altas doses (6% de punicalagina em suco de roma) foram administradas
por via oral em ratos, durante 37 dias (CERDA et al.,, 2003). Estudo de
avaliacao da biodisponibilidade de punicalaginas em ratos mostrou a presenca
da substancia e de seus metabolitos nas fezes e urina, como também no
plasma dos animais (CERDA et al., 2003).

Estudos demonstram que polifenois como a punicalagina inibem o
crescimento celular e induzem a apoptose em células cancerosas. Testes in
vivo, realizados com ratos implantados com linhagem celular (PC-3) de cancer
de prostata mostraram que a diminuicdo do crescimento celular ocorre pela
modulacdo de proteinas que regulam a apoptose (MALIK et al., 2005; MALIK &
MUKHTAR, 2006).

Estudo realizado na Espanha mostrou em experimentos in vivo que
porcos que receberam suplementacdo de extrato de roma contendo
punicalaginas, apresentaram melhora e prevencdo na disfuncédo endotelial
coronariana induzida pela hiperlipemia, prevenindo contra inflamacéo e dano
oxidativo vascular (VILAHUR et al., 2015). Li e colaboradores publicaram
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estudo em 2015, relatando os efeitos do extrato e do suco de roma contendo
punicalaginas, sobre o crescimento in vitro das bactérias intestinais e sugerem
que a roma apresenta grande potencial para atuar como probidtico,
aumentando a flora intestinal de bactérias consideradas benéficas (LI et al.,
2015).

Tabela 2. Outros metabdlitos encontrados em P. granatum L.

Formula

Metabolito P Origem Referéncia
quimica
Granatina C34H2402, Pericarpo Wafa et al., 2017
Pedunculagina C34H2402, Pericarpo Wafa et al., 2017
. . Aslam et al.,
Quercetina Ci5H1007 Pericarpo 2005
Canferol CisH100 Pericarpo Aslam etal.,
151106 2006
Naringenina Ci5H1,0 Pericarpo Aslam et al.,
g 15M1205 p 2005
Punicalina C34H5,05, Casca fruto/pericarpo/raizes  Wafa et al., 2017
Punicalagina CgH28030 Cascalpericarpo/folhas/raizes Wafa et al., 2017
Alcaloides . Jasuja et al.,
piperidinicos CsHuN Raizes 2012
Acido gélico C/HeOs5 Casca fruto/pericarpo/ flores  Wafa et al., 2017
Acido elagico C14HeOg Casca fruto/pericarpo Wafa et al., 2017
. . i Aslam et al.,
Acido punicilico C1gH300- Oleo semente
2006
Acido linoleico C1sH3,0, Oleo semente Aslam et al.,
2006
Lansky &
Testosterona C1oH250, Semente Newman, 2007
Acido cafeico CoHsO Suco/folha Lansky &
oriea Newman, 2007
. Lansky &
Catequina Ci5H14054 Suco/folha Newman. 2007
Cianidida Ci5H11056 Suco Noda et al., 2002
< . Lansky &
Acido citrico CsHsO4 Suco Newman, 2007
Acido ascérbico CeHsO% Suco Lansky &

Newman, 2007
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Lansky &

Acido fumérico C4H,O4 Suco Newman, 2007
Rutina C27H30016 Suco JasgjgleZt Al
T
HO 0

Punicalina

Acido Punicicico

Ho OH
HO o]

Granatina

Figura 4. Estrutura quimica dos principais compostos presentes em P.

granatum.

A roma desperta interesse atualmente por ser uma matéria prima vegetal

7

b

disponivel e é reconhecida como produto funcional, benéfico a saude,

conforme demonstrados nos estudos citados anteriormente e, além disso,



devido ao potencial existente para utilizacdo industrial das cascas dos frutos,

subproduto que constitui residuo na utilizacdo da espécie, é necesséario que
haja a garantia da sua eficacia e seguranca.

Il. 2. Controle de qualidade e validacdo de métodos analiticos

Na obtencdo de um produto fitoterapico, o processo de desenvolvimento
tecnologico necessita estudos prévios como: estudos botanicos, estudos
agronémicos, quimicos e pesquisa sobre sua atividade biologica, o que
diferencia das plantas medicinais e das preparacfes utilizadas pela medicina
popular. Para se obter um novo medicamento a partir de uma planta medicinal,

alguns estudos séo necessarios e podem ser divididos nas etapas:

Botanica - identificacdo exata do material em estudo, viabilidade

de cultivo ou de coletas;

e Quimica - obtencao de extratos, diretos ou concentrados, andlise
do perfil metabdlico, variabilidade quimica (mdultiplas coletas em
diferentes locais, diversas épocas do ano, diferentes anos,
altitudes, entre outros);

e Farmacéutica - formulacao e garantia da qualidade do produto;

e Biolégicas - ensaios pré-clinicos (ensaios farmacodinamicos,

farmacocinéticos e toxicoldgicos);

Clinica - estudos realizados em humanos.

Para garantir um produto uniforme e eficaz é necessario que todos os
insumos, desde a planta in natura, droga vegetal, tinturas, extratos até o
produto acabado, sejam caracterizados através de seus constituintes quimicos,
ou atividades farmacoldgicas (DI STASI, 1996; SIMOES et al., 2003). Desta
forma, em muitos casos, o produto final pode ser padronizado através da
quantificacdo de marcadores, podendo ser compostos quimicos caracteristicos
da espécie, ou compostos presentes em grandes quantidades.

A andlise de marcadores quimicos serve para avaliar a identidade de

uma matéria-prima vegetal e a qualidade do fitoterapico obtido e, estes podem
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ou nao ser 0s responsaveis pelos efeitos farmacolégicos. Entretanto este
procedimento ndo garante a autenticidade do material, nos casos de
falsificacdo em que o produto acabado pode ser adicionado de um marcador
isolado (SCHANEBERG et al., 2003). Como alternativa para a determinacao da
identidade de um material vegetal, além da identificacdo botanica, € importante
a utilizacdo do fingerprint cromatografico (SCHANEBERG et al., 2003; SIMOES
et al., 2003).

O fingerprint ou impressédo digital de um produto natural ou planta
medicinal, € um cromatograma obtido representando todos 0s componentes
quimicos presentes ou detectaveis no extrato. Ajuda na autenticacdo e
identificagdo de uma planta. Considerando mudltiplos constituintes no extrato
para avaliar a qualidade, em vez de apenas um ou dois marcadores (GONG et
al, 2003). Essas informac¢des sao obtidas levando-se em consideracéo fatores
relacionados com a separacdo cromatografica, com o numero e com a
concentracdo dos compostos presentes, proporcionando seguranca e
confiabilidade nos resultados.

Para este fim, metodologias desenvolvidas que utilizam técnicas
cromatograficas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tém
sido amplamente utilizadas tanto para estudos fitoquimicos, quanto na quimica
analitica para o controle de qualidade de plantas medicinais, proporcionando
vantagens como alta eficiéncia e rapidez (SIMOES et al, 2003; RIBANI et al,
2004).

O desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de qualidade
ou pesquisa de um produto, de forma geral, envolve a avaliacao e otimizacao
de varios parametros, desde o preparo da amostra, separacdo cromatografica,
deteccdo e quantificacdo, devendo ser amplamente estudados e relacionados
com o metabdlito de interesse (CAUSON, 1997).

Outra etapa fundamental para o controle de qualidade € a validacdo das
metodologias analiticas desenvolvidas, tendo por objetivo garantir que o
método atenda corretamente aos propésitos a que foi proposto e possa ser
implementado nos protocolos de qualidade do produto, assegurando desta
forma sua acgéo terapéutica e a seguranca na sua utilizacdo (THOMPSON et al,
2002; SIMOES et al, 2003; RIBANI et al, 2004).
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A validacdo de métodos analiticos € uma ferramenta necessaria para a
confiabilidade dos resultados na implementacdo do sistema de qualidade, é
justificada por razdes legais, técnicas e comerciais, mesmo nao existindo uma
norma especifica estabelecida nacional e internacionalmente. Orgdos como
IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e ICH, apesar de apresentarem diferencas
em suas normas, produzem diretrizes e recomendacdes para execucdo do
procedimento de validacdo, requisito fundamental para o processo que ira
demonstrar a competéncia da técnica (RIBANI et al, 2004).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria preconiza que a validacéo
deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2010).

Desta forma, a validacdo de um método analitico, bem como os estudos
rigorosos da seguranca e qualidade sao imprescindiveis para o registro de
novos produtos (RIBANI et al., 2004).

Em consequéncia das inUmeras atividades farmacoldgicas apresentadas
pela espécie P. granatum e apesar de estudos anteriores publicados em
peridédicos, nenhum cédigo oficial aprese,nta uma monografia para a droga
vegetal, constituida pelas cascas. Assim, € fundamental a padronizacdo do
extrato hidroalcodlico, forma mais comumente empregada pela industria para
producdo de fitoterapicos e, validacdo de métodos analiticos que garantam a
quantificacdo de metabdlitos-alvo, presentes no extrato.

A validacdo de um procedimento analitico tem como objetivo demonstrar
gque o0 método € adequado para a sua finalidade, incluindo assim, as
caracteristicas aplicaveis a identificacdo, controle de impurezas e testes
quantitativos (ICH, 2005). Deve ser utilizada para métodos ndo normalizados,
criados ou desenvolvidos pelo préprio laboratério, ampliacdes e modificacdes
dos métodos normalizados ou ainda, para métodos normalizados usados fora
dos escopos para os quais foram concebidos. A determinagdo das
caracteristicas de desempenho do método é uma parte do processo de
validacdo e os critérios de aceitacdo sao baseados no seu uso intencional
(BARROS, 2002).

De acordo com a ANVISA (Resolugcdo RE n° 899, de 29 de maio de

2003), a validacdo tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado
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para a finalidade proposta, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos.

Nas ultimas décadas houve uma grande evolucdo na instrumentacao
analitica e com o desenvolvimento de técnicas de extracdo mais robustas,
possibilitando a deteccdo e identificagcdo de novos compostos em faixas de
concentracdo mais baixas (SILVA & COLLINS, 2011).

Um método analitico para ser validado, na maior parte dos casos, deve
apresentar parametros determinados para linearidade, limite de deteccéo, limite
de quantificacdo, exatiddo, robustez, especificidade e precisdo, sendo esta
Gltima considerada em dois niveis: precisdo intra-corrida (repetibilidade) e
precisao inter-corridas (intermediaria). Estes parametros devem ser realizados
antes da implementacdo de um meétodo analitico para quantificacdo de um
composto. Complementarmente, substancias de referéncia oficializadas em
farmacopeia devem ser utilizadas na validagdo do método ou, na auséncia
delas, um padrdo de trabalho pode ser utilizado, desde que a identidade e o
teor sejam devidamente comprovados (BRASIL, 2010).

Embora validar um método analitico seja trabalhoso e minucioso, é
extremamente importante para a garantia de resultados eficientes e
proveitosos, pois representa confiabilidade nos dados obtidos. Além disso,
conhecer as diretrizes da legislacdo vigente auxilia para que o estudo tenha
éxito, atendendo conhecendo as exigéncias de uma determinada aplicagéo ou
area de aplicacédo, possibilitando ter um processo com qualidade assegurada
(RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2010).

A roma é cultivada para uso na alimentagcéo e assim pode constituir uma
matéria-prima vegetal disponivel para producdo de fitoterpicos. Alguns
métodos para controle de qualidade de extratos de casca de roma foram
propostos e estdo apresentados na Tabela 3. Estes métodos foram tomados

como base para o estudo desenvolvido neste trabalho.
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Tabela 3. Métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizados para
identificacdo de compostos fendlicos presentes em P. granatum L.

Método Condicdes Fase movel Referéncia
Coluna: C18, A: dgua/4cido
CLAE/DAD 25cm acético Gam, M.& Igyer,
) : : 2015
Fluxo: ImL/min B: metanol

Tempo: 40 min

Coluna: C18, A: metanol
CLAE/DAD 15cm B: agua/acido Mo et al., 2013
Fluxo: ImL/min acético

Tempo: 25 min

Coluna: C18, A: dgual/4cido
CLAE /DAD 25cm féormico Gullon et al., 2016
Fluxo: ImL/min B: acetonitrila

Tempo: 60 min

Coluna: C18 A: agua/fosfato
CLAE /DAD Fluxo: 1,5mL/min  monopotéassico/acido Jain, et al., 2011
Tempo: 30 min fosforico

B: acetonitrila
Coluna: C18,

o50m A: dgua
CLAE /DAD ) . deionizada/acido Li et al., 2015
Fluxo: 1 mL/min acético glacial
Tempo: 80 min i g
B: metanol
Coluna: C18, A: acetonitrila Turkyllmaz & Ozkan,
CLAE /DAD 25cm . o,
. : B: acetonitrila/agua/ 2014
Fluxo: 1 mL/min . A
) . acido fosférico/acido
Tempo: 25 min ,.
aceético
Coluna: C18,
CLAE /DAD o 52;’"(‘) ) A: 4gualTFA Pag"azrg'loeet al,
" B: acetonitrila/TFA
mL/min
Tempo: 50 min
Coluna: C18, A: acetonitrila
CLAE/DAD 10cm B: dgua/acido Santiago et al., 2014
Fluxo: 1 mL/min féormico

Tempo: 25 min
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Il. 3. Processo inflamatorio

A inflamac&o € um processo fisioldgico que constitui a resposta de um
tecido vivo a um estimulo lesivo em que um agente agressor fisico, quimico ou
biolégico, que ultrapassa a barreira priméria de defesa do corpo humano,
envolvendo assim uma acgdo coordenada entre o sistema imunolégico e o
tecido que sofreu a lesdo. Uma das principais etapas da inflamacdo € a
liberacdo de leucdcitos (neutréfilos) da corrente sanguinea para o local da
lesdo, migracdo esta conhecida como diapedese ou quimiotaxia, um
mecanismo de defesa do organismo, onde comeg¢am 0S processos de
reparacao, com a cicatrizacao e a regeneracao do tecido afetado (RANG et al.,
2004; COTRAN et al., 2006).

A resposta na éarea da lesdo caracteriza a éarea inflamada, que
representa sinais clinicos como rubor, calor, edema, dor e perda de funcdo. A
inflamacé&o tem como objetivo principal recompor a homeostase do tecido
lesado através da ativacdo dos componentes especificos (anticorpos) e nao
especificos da imunidade (células fagociticas e mediadores) (CRUVINEL et al.,
2010).

De modo geral, o processo inflamatério compreende cinco fases:
irritativa, vascular, exsudativa, degenerativa e reparativa. A fase aguda
caracteriza-se pelos eventos vasculares, observando-se a vasodilatacéo local e
0 aumento da permeabilidade vascular, a migracdo celular, com a infiltracao de
leucécitos e células fagocitarias e a cronica, onde ocorre degeneracao tecidual
e fibrose (LEES et al., 2004).

Trabalhos descritos na literatura utilizando modelos com animais e
também ensaios in vitro apontam que os extratos oriundos de diferentes partes
de P. granatum, incluindo as sementes, cascas, flores, apresentam importante
potencial antioxidante, bem como anti-inflamatério. Os efeitos anti-inflamatorios
como também analgésicos, sao descritos em estudos nos quais avaliou-se a
inflamac&o em tecidos pulmonares e do trato gastrointestinal com extratos de
roma e também acido elagico (composto marcador antioxidante). Os resultados
foram promissores na fitomedicina para o tratamento de doencgas inflamatérias,

alcancados através da inibicdo da migracdo leucocitaria e da modulacdo de

46



citocinas pro-inflamatorias (PANICHAYUPAKARANANT et al., 2010; MO et al.,
2013; KAMALI et al., 2015).
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[l. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo principal a quantificacdo de
marcadores quimicos nos extratos da casca dos frutos de Punica granatum L.
(roma), obtidos de regides distintas do estado do Rio Grande do Sul, bem como
adquiridas no comércio local, otimizacdo dos fatores criticos para extracao,
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos por cromatografia liquida
(CLAE e CLUE) para quantificacdo destes compostos e também avaliacdo da

atividade anti-inflamatdria in vitro utilizando modelo de quimiotaxia.

Objetivos especificos

e Obter amostras de frutos de P. granatum de diferentes regides do
estado e comercializadas;

e Comparar e otimizar métodos extrativos da casca de P. granatum;

e |solar os componentes majoritarios presentes nos extratos utilizando
técnica cromatografica, para utilizacdo como substancias referéncia;

e Ensaios de pureza: determinar cinzas totais e teor de agua nas
amostras;

e Validar método cromatografico de quantificacdo dos compostos por
CLAE;

e Desenvolvimento de método utilizando CLUE;

e Verificar atividade anti-inflamatoria in vitro utilizando o modelo da

guimiotaxia dos extratos otimizados.
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IV. MATERIAL E METODOS

IV. 1. Material Vegetal

As amostras de Punica granatum L. foram obtidas entre o periodo de
abril de 2015 a agosto de 2016, coletadas nas diferentes regides do estado do
Rio Grande do Sul, incluindo colaboracdo da Embrapa — Pelotas, com
diferentes cultivares do fruto, uma amostra do estado de S&o Paulo e amostras
comerciais (Tabela 4).

Apés, os frutos foram separados das cascas, e as mesmas foram
submetidas a dessecacao sob temperatura ambiente em local com sombra e
ventilado por um periodo de dez dias (Figura 5). Por fim, a trituracdo do
material ocorreu em moinho de facas, e o p6 obtido foi armazenado em frascos

apropriados ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

Tabela 4. Listagem das amostras de P. granatum L. e seus respectivos locais de

coleta e/ou obtencéo.

Amostra Tipo Origem coIePa?tt)T)tdeengéo
1 Coleta Alegrete/RS 4/2015
2 Coleta Colbnia Cristal — Pelotas/RS* 5/2015
3 Coleta Cascata — Pelotas /RS* 5/2015
4 Coleta Capao do Ledo/RS* 5/2015
5 Coleta Morro Redondo/RS* 5/2015
6 Coleta Morro Redondo/RS* 5/2015
7 Coleta Antonio Prado/RS 11/2015
8 Coleta Alegrete/RS 1/2016
9 Coleta S&o Jerdnimo/RS 3/2016
10 Coleta Campinas/SP 5/2016
11 Comercial Quimer®/SP 7/2016
12 Comercial Florien®/SP 7/2016
13 Comercial Cha e Cia®/RS 8/2016

*Amostras colaboracdo Embrapa — Pelotas.
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Figura 5. Cascas do fruto de roma em processo de secagem.

IV. 2. Perda por dessecacao

Seguindo normativa da Farmacopéia Brasileira (2010), foi realizada a
técnica para determinacdo da perda por dessecacdo na qual, foram pesados
cerca de 3,0g de cada amostra de casca do fruto de romd em pesa-filtro,
previamente dessecado e tarado. Os pesa-filtros contendo as amostras foram
levados a estufa a 105 + 5 °C por trés horas. Posteriormente, foram resfriados
em dessecador. Os resultados foram expressos utilizando-se a média de trés

determinacdes para cada amostra.

Célculo para determinacao do percentual de perda de agua:

Pi — Pf
PA(%) = T x 100

Onde:
PA = perda de agua.
Pa = peso da amostra (g).

Pi = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo (g).
Pf = peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacao (g).
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IV. 3. Determinacé&o de cinzas totais

O ensaio foi realizado, em triplicata, seguindo Determinacdo de Cinzas
Totais da FB 5° ed. (2010).

Foram pesados, exatamente, entre 1,0 e 3,0 g da amostra pulverizada
(180 pum), em cadinho de porcelana previamente tarado (2 h a 600 °C). A
amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e incinerada aumentando,
gradativamente, a temperatura até, no maximo, 600 £ 25 °C, até que todo o
carvao fosse eliminado. Um gradiente de temperatura (30 minutos a 200 °C, 60
minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C) foi utilizado. Os cadinhos foram
resfriados em dessecador e pesados. A porcentagem de cinzas foi calculada

em relacdo a droga seca ao ar, através da equacao abaixo.

Célculo para determinacao de Cinzas Totais:

Pf — Pcv
CcT (%) = P—l x 100

Onde,
Pf = massa, em g, do cadinho + amostra apds a incineracao.
Pcv = massa, em g, do cadinho vazio antes da incineracao.

Pi = massa, em g, da amostra.

IV. 4. Otimizacdo do método extrativo

Para a otimizacao da extracdo de compostos fendlicos na casca de P.
granatum L., utilizou-se a amostra coletada em Alegrete no ano de 2015 e
inicialmente testes preliminares foram realizados para a definicdo do método
extrativo. Testaram-se quatro técnicas, a citar: maceracao; refluxo; banho de
ultrassom e turbdlise. Foram estabelecidos o0 uso de parametros idénticos em
cada método testado, que foram definidos como: relacdo massa vegetal
solvente extrator na proporcao de 1:50 (g/mL) e mistura de metanol e agua
como solvente (80:20, v/v). Outros parametros como tempo e temperatura,
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foram estabelecidos de acordo com as caracteristicas de cada técnica
extrativa. Para maceracéo, ultrassom e turbdlise ndo foi utilizado o parametro
temperatura. Na maceracao, utilizou-se o tempo de trés dias de extracdo, para
a técnica de ultrassom trinta minutos e turbodlise dez minutos. Para a extracdo
por refluxo, empregou-se temperatura de 90 °C e tempo de quinze minutos.

Os extratos foram submetidos a analise por CLAE, conforme
especificacdes demonstradas no item IV. 7.2, e a avaliagdo da resposta foi
considerada como o0 somatério das areas dos picos referentes as

punicalaginas.

IV. 5. Desenho fatorial

Apos a selecdo do método extrativo, por refluxo, utilizou-se
planejamento fatorial para a selecdo de fatores significativos ao processo
extrativo com auxilio de software estatistico Minitab®. Foram selecionados
cinco fatores em um desenho experimental do tipo meio fatorial 2*. Os fatores
selecionados foram: temperatura, granulometria, tempo, relacdo material
vegetal/solvente extrator (m/v) e proporcdo hidrometandlica do solvente
extrator (v/v), que foram analisados em 2 niveis diferentes, conforme
especificado na Tabela 5. O desenho experimental gerou 16 experimentos, que
foram conduzidos em unicata (Tabela 6). Apds cada procedimento, 0s extratos
foram avaliados por CLAE (conforme item IV. 7.2), e a avaliacdo da resposta foi
considerada como o somatério das areas dos picos referentes as

punicalaginas.

Tabela 5. Descri¢éo dos niveis e fatores avaliados no planejamento meio fatorial 2°.

Fator Nome Nivel baixo Nivel Alto
A Temperatura (°C) 70 90
B M/V 0,5 1
C Solvente (v/v) 60 90
D Granulometria (um) 355 500
E Tempo (min) 15 30
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Tabela 6. Desenho experimental do tipo meio fatorial 2* avaliando cinco fatores: (A)
Temperatura (°C); (B) relacdo massa vegetal:volume (g/mL); (C) % solvente; (D)
Granulometria (um) e (E) Tempo (min).

Fatores
Ordem

A B C D E
1 70 0,5 60 355 30
2 90 0,5 60 355 15
3 70 1,0 60 355 15
4 90 1,0 60 355 30
5 70 0,5 90 355 15
6 90 0,5 90 355 30
7 70 1,0 90 355 30
8 90 1,0 90 355 15
9 70 0,5 60 500 15
10 90 0,5 60 500 30
11 70 1,0 60 500 30
12 90 1,0 60 500 15
13 70 0,5 90 500 30
14 90 0,5 90 500 15
15 70 1,0 90 500 15
16 90 1,0 90 500 30

IV. 6. Otimizag&o por desenho experimental de Box-Behnken

Para a otimizagcdo da extragdo, utilizando o desenho experimental de
Box-Behnken, os efeitos de trés variaveis independentes: temperatura (A) [60—
80 -C], relagdo material vegetal/solvente extrator (B) [1:75, 1:125 e 1:150; m/v]
e proporcao hidrometanolica do solvente extrator (C) [75, 85 e 95%;v/v], sobre
a resposta foram investigados. Os experimentos foram estabelecidos em um
desenho experimental com trés fatores em trés niveis (-1 0 e +1). Os fatores

foram testados sob as condicbes demonstradas na Tabela 8, e os extratos
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foram analisados por CLAE (item IV. 7.2). A resposta considerada foi a soma

das areas dos picos referentes as punicalaginas.

Tabela 7. Descricdo dos trés fatores avaliados na otimizacdo da extragcdo com

desenho fatorial — Box-Behnken e seus respectivos valores de teste.

Valor menor Valor Valor maior
Fator Nome Unidade utilizado (-1) central utilizado
utilizado (0) (+1)
1 Temperatura °C 60 70 80
2 MV/solvente 1:75 1:125 1:150
3 Solvente % 75 85 95

*MV = mateial vegetal.

Tabela 8. Desenho Box-Behnken avaliando trés fatores: (A) Temperatura (°C); (B)
relacdo massa vegetal:volume (g/mL); (C) % solvente.

Fatores
Ordem

A B C

1 60 0,750 85
2 80 0,750 85
3 60 1,500 85
4 80 1,500 85
5 60 1,125 75
6 80 1,125 75
7 60 1,125 95
8 80 1,125 95
9 70 0,750 75
10 70 1,500 75
11 70 0,750 95
12 70 1,500 95
13 70 1,125 85
14 70 1,125 85
15 70 1,125 85
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IV. 7. Analise das amostras

IV. 7.1 Extracao

Apoés a otimizacdo do método extrativo, os extratos das cascas de P.
granatum L. foram analisadas por CLAE (0o método de andlise esta
especificado no item 1V. 7.2). Para tanto, pesou-se 187,5 mg das amostras
(granulometria 355um) em baldo de fundo redondo de 100 mL e adicionou-se
25 mL de solucéo hidrometandlica (95%; v/v). O baldo foi acoplado em sistema
de refluxo com banho de &gua, e a extragdo ocorreu por 15 minutos. Apds, 0
baldo foi removido do sistema de refluxo e arrefecido, para posterior filtracdo
com auxilio de funil e algoddo para um novo baldo de fundo redondo. Em
seguida, o solvente extrator foi evaporado em evaporador rotatorio sob presséo
reduzida, em temperatura inferior a 45 °C até remocao total do solvente. O
residuo no baldo foi dissolvido em metanol e avolumado para baldo volumétrico
de 10 mL. Apds homogeneizacdo da amostra, coletou-se aliquota de 0,5 mL e
transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL, completando o volume com agua
ultra pura.

Para analise cromatografica, uma aliquota dos extratos foi filtrada em
filtro de PVDF e seringa (0,45 um de porosidade), e acondicionada em vial para

analise por CLAE.

IV. 7.2. Desenvolvimento do método por CLAE

As andlises foram desenvolvidas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos em aparelho da marca
Waters (e2695). Para as mesmas, utilizou-se coluna Kromasil® Cig— 5 pm x 4,6
mm x 150 mm, guarnecida de pré-coluna Phenomenex® Cig (4 x 3,0 mm). O
sistema de fase movel utilizado foi gradiente linear, utilizando-se as misturas de
agua e acido trifluoroacético (99,9: 0,01 v/v) como fase A; e acetonitrila e acido

trifluoroacético (99,2: 0,08 v/v) como fase B; com fluxo de 0,7 mL/min. O
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comprimento de onda utilizado na analise foi de 256 nm. Os parametros
utilizados na composicdo da fase moével versus o tempo de analise estdo
descritos na Tabela 9. Todos os solventes utilizados para composi¢ao da fase
movel foram previamente filtrados através de membrana (HPLV 047 / Millipore)

e desareados por 25 minutos em banho de ultrassom.

Tabela 9. Descricdo do sistema gradiente com porcentagens da fase mével utilizada

para analise por CLAE.

TEMPO (MIN) A% B%
0 100 0
20 75 25
25 50 50
30 25 75

IV. 7.3. Isolamento das Punicalaginas

O extrato da amostra denominada Alegrete 15, obtido conforme descrito
no item IV.7.1, foi fracionado em coluna semipreparativa composta por médulo
de compresséo radial Waters PrepLC e cartucho Waters PrepPak Cig (25 x 100
mm), em aparelho Perkin EImer S200. A fase movel foi constituida por mistura
de agua e acido trifluoroacético (0,08%, v/v) como fase A; acetonitrila e acido
trifluoroacético (0,01%, v/v), como fase B (Tabela 10). Utilizou-se modo
gradiente linear, com fluxo de 5 mL/min e detector ajustado em comprimento de

onda de 256 nm.

Tabela 10. Descri¢do do sistema gradiente com porcentagens da fase movel utilizada

para isolamento das punicalaginas por CLAE.

TEMPO (MIN) A% B%
0 95 5
10 75 25
15 50 50
20 25 75
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IV. 8. Validacdo do método por CLAE-UV para quantificacdo de
punicalaginas totais

O método para identificacdo e quantificacdo de taninos totais,
punicalaginas, através de CLAE, foi validado segundo padrbes de linearidade,
limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo, exatiddo e robustez. Os
parametros analiticos avaliados foram determinados segundo cddigos oficiais
como a Farmacopeia Americana (USP, 2015), International Conference on
Harmonization (ICH, 2005), e a resolucdo da Agéncia de Vigilancia Sanitaria
RE - n° 899 (ANVISA, 2003). Foram preparadas as amostras para analise
conforme método extrativo otimizado e validado, utilizando como padrédo
interno a fracdo de punicalaginas obtidas a partir do extrato bruto. Os
resultados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico de analise de
variancia (ANOVA).

IV. 8.1. Linearidade

A faixa de linearidade foi determinada a partir de curvas padrao
composta por sete niveis de concentracdes diferentes, conforme descrito na
tabela 11. Utilizou-se como padrdo o marcador punicalagina, isolado da casca
do fruto de P. granatum, e as curvas foram obtidas em trés dias consecutivos,
sendo que foram realizadas trés injecées (10 pL cada) para cada concentracéao,
a partir de solucbes distintas. Para cada curva, foram determinados a
inclinacdo (a), a interseccdo (b) e o coeficiente de correlagéo (r) (ICH, 2005;
ANVISA, 2010; USP, 2015).
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Tabela 11. Concentragéo utilizada em cada ponto da curva de linearidade.

Pontos da curva Concentragao (mg/mL)

1 0,538
0,615
0,692
0,769
0,846
0,923

N o o b~ W DN

1

IV. 8.2. Limite de deteccédo (LD)

O limite de deteccédo (LD) foi estimado a partir das curvas padrao através
da férmula: LD = DPa x 3 / IC, onde:

» DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo Y (b) de, no minimo,
trés curvas de calibracao.

» IC é a inclinacdo (a) da curva de calibracdo (ANVISA, 2003; ICH,
2005; USP, 2015).

IV. 8.3. Limite de quantificagdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) foi estimado a partir das curvas de

calibracéo através da formula: LD = DPa x 10 / IC, onde:

» DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo Y (b) de, no minimo,
trés curvas de calibragéo.

» IC é a inclinacéo (a) da curva de calibracdo (ANVISA, 2003; ICH,
2005; USP, 2015).
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IV. 8.4. Repetibilidade e Precisao Intermediaria

Através da repetibilidade, foram determinadas as médias das areas dos
picos dos taninos punicalagina A e punicalagina B de seis injecdes
consecutivas dos extratos brutos de P. granatum dentro de um mesmo dia
(repetibilidade ou precisédo intradia) e em trés dias consecutivos (precisdo
intermediaria ou interdia) e foram calculados os desvios padréo relativos (DPR)

e coeficiente de variacdo (CV%), conforme preconizado pela ANVISA (2010).

IV. 8.5. Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo da metodologia utilizou-se a adicao e
recuperacdo de quantidades conhecidas do isolado - padrdo interno, na
amostra. O ensaio foi realizado em triplicata, onde se adicionou concentracées
equivalentes a 80, 100 e 120% (baixa, média e alta) da concentracao tedrica

analisada (0,509 mg/mL).

IV. 8.6. Robustez

Para robustez do método, foram analisadas varia¢gdes no fluxo (0,7
mL/min) para + 0,05 mL/min, mudan¢ca na marca da coluna com mesmas
especificacdes e alteracdo do comprimento de onda (256 nm) para leitura

(Tabela 12). Os procedimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 12. Parametros alterados e utilizados na etapa para verificar a robustez do

método analitico.

Nominal Variagcdo
Fluxo (mL/min) 0,7 0,75-0,65
Coluna (marca) Kromasil® NST®
A (nm) 256 252 — 260
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IV. 9. Desenvolvimento de método analitico — CLUE

O método em CLUE foi desenvolvido a partir da metodologia
desenvolvida por CLAE e o extrato utilizado para o desenvolvimento foi o
mesmo descrito no item IV. 7.1. As andlises foram desenvolvidas por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia da marca Waters, modelo Acquity,
acoplada a detector de arranjo de diodos. Para as mesmas, utilizou-se coluna
Waters Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 um), guarnecida de pré-coluna
Waters Acquity BEH C18 (5 x 2,1 mm x 1,7 pum). O sistema de fase mével
utilizado foi gradiente linear, utilizando-se as misturas de agua e acido
trifluoroacético (99,9: 0,01 v/iv) como fase A; e acetonitrila e acido
trifluoroacético (99,2: 0,08 v/v) como fase B; com fluxo de 0,15 mL/min. O
comprimento de onda utilizado na andlise foi de 256 nm. Os parametros
utilizados na composicdo da fase movel versus o tempo de analise estdo
descritos na Tabela 13. Todos os solventes utilizados para composicao da fase
movel foram previamente filtrados através de membrana e desareados por 25

minutos em banho de ultrassom.

Tabela 13. Descricdo do sistema gradiente com as porcentagens da fase movel

utilizada para analise por CLUE.

TEMPO (min) A% B%
0 100 0
6,67 75 25
8,33 50 50
10 25 75
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IV. 10. Determinacéao da atividade antiquimiotaxica in vitro

Para a avaliacdo da atividade antiquimiotaxica in vitro empregou-se a
técnica de Boyden modificada por Suyenaga e colaboradores (2011).
Basicamente, o ensaio consiste em duas camaras construidas em acrilico
transparente, contendo pocos de 0,5 mL de capacidade cada, dispostas uma
sobre a outra. O compartimento inferior € preenchido com uma solucéo
contendo o fator quimiotaxico (lipopolissacarideo de Escherichia coli - LPS)
diluido em plasma, enquanto que o compartimento superior contém a
suspensao de neutrofilos. Os compartimentos sdo separados por um filtro de
nitrato de celulose com 13 mm de diametro e poros de 8 um de diametro,
através dos quais avalia-se a migracdo leucocitaria no gradiente de
concentracdo do fator quimiotaxico que se estabelecera entre os dois
compartimentos. Para esse ensaio, as amostras extrato bruto (coleta
Alegrete/15), fracdo contendo punicalagina isolada e padrdo de acido galico
foram avaliadas nas concentracbes de 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 pg/mL. Como
controle negativo empregou-se a solugdo de neutrofilos sem adicdo de agente
antiquimiotaxico, enquanto que indometacina nas concentracdes de 0,1, 1 e 10

pug/mL foram utilizados como controle positivo.

63



Figura 6. Montagem da camara de Boyden; (1) compartimento superior: suspenséo de
neutréfilos + amostra; (2) filtro de nitrato de celulose; (3) compartimento inferior:

plasma + fator quimiotaxico.

IV. 10.1. Obtencéo do fator quimiotaxico

O material quimiotaxico utilizado nos experimentos foi obtido
incubando-se plasma homodlogo, por 30 minutos a 37° C, com solucédo de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), na concentracdo de 65 ug/mL. A
interacdo do plasma com antigenos bacterianos ativa as via classica e
alternativa do sistema complemento, com consequente formacdo de fatores
guimiotéxicos para leucécitos. Apos a incubacdo, o plasma foi diluido (V/V)
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com solucdo de Hanks a 4%, para a obtencéo das concentracdes desejadas do
material (20%).

IV. 10.2. Suspensdes de neutrofilos

Para obtencéo dos neutréfilos, foi administrada na cavidade peritoneal
de um rato, uma solucdo de 10 mL de glicogénio a 1% em salina. Apos um
periodo de quatro horas, o animal foi sacrificado e recebeu uma injecao
intraperitoneal de 60 mL de solugao de Hank'’s, contendo 1Ul/mL de heparina.
O liquido da cavidade peritoneal foi recolhido e centrifugado, as células foram
lavadas com tampao de Hank’s e diluidas até contagem de 1,5 x 10° células em
camara de Neubauer. Os neutrofilos foram tratados com o extrato, a fracdo de
punicalaginas isoladas, &cido galico e indometacina, dissolvidos em solucéo
salina balanceada de Hank’s (HBSS pH 7,4), nas concentracdes previamente
estabelecidas e mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 min. Posteriormente,
essa suspensao de neutroéfilos foi adicionada ao compartimento superior da

camara, sendo esta incubada a 37 °C durante 1 hora em atmosfera imida.

IV. 10.3. Determinacgéo da atividade migratoria de leucécitos

Apo6s o periodo de incubac@o na camara, os filtros, triplicata de amostra,
foram removidos, fixados, corados, diafanizados por 12 horas em xilol e
montados entre lamina e laminula. A leitura dos mesmos foi realizada sob
microscopia Optica, utilizando-se ampliacdo de 40 vezes (Microscopio Nikon,
modelo Alphaphot-2 YS2 - Nikon), de forma a mensurar a distancia da
migracdo leucocitaria, em micrémetros, entre o plano superior do filtro em
relacdo ao plano inferior que contivesse duas células, em dez campos
microscopicos. A analise estatistica foi realizada empregando ANOVA seguido
de Tukey.
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V. RESULTADOS

As coletas da espécie em diferentes regides do estado do Rio Grande do
Sul e uma amostra de Sdo Paulo, como também em épocas do ano distintas,
tiveram por intuito comparar e avaliar o perfil quimico dos compostos presentes
na casca da roma. Sabe-se que fatores como clima, solo e microambiente de
cada local podem afetar a producéo e constituicdo quimica das plantas. Dessa
forma, utilizando-se condi¢cbes cromatograficas otimizadas, descritas neste
trabalho, constatou-se a grande semelhanca no perfil cromatogréafico de todas
as amostras coletadas, incluindo amostra coletada no estado de S&o Paulo.
Apresentando mesmo perfil, porém concentragcfes ligeiramente diferentes do

composto majoritario, anémeros de punicalagina.

Ensaios de Pureza

Determinacéo de Agua

Insumos farmacéuticos e matérias-primas de origem vegetal apresentam
complexidade na composi¢do quimica que esta relacionada a variacdes ligadas
as condicdes de cultivo, coleta e armazenamento. Assim, é de grande
importancia critérios de qualidade como a determinagcdo de agua, tendo em
vista que a contaminagdo microbiolégica e a¢do enzimética estdo relacionadas
diretamente com teores de umidade, alterando e contaminando a matéria prima
e reduzindo eficacia do produto final.

O ensaio de perda por dessecacédo demonstrou que as cascas coletadas
de P. granatum, apos procedimento de secagem, apresentaram valores médios
de material volatil de 9,73%, enquanto as trés amostras comerciais apresentam
valores médios de 10,3% conforme Tabela 14. Estes valores podem ser
indicativos de que as condicbes de secagem e armazenamento foram
adequadas para as amostras coletadas segundo a Farmacopeia Britanica
(BRITISH, 2011). Os coeficientes de variagdo entre cada amostra como

também entre as amostras foram satisfatério, menores que 5 %.
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Tabela 14. Resultados da determinacdo de agua para as amostras coletadas e
amostras comerciais.

Agua (%)
Replicatas
Desvio Coeficiente
Amostras 1 2 3 Média (%) . de Variacéo
Padréo
(%)
1 10,236 9,872 9,720 9,943 0,2655 2,670
2 9,170 9,574 9,592 9,446 0,2385 2,525
3 9,946 9,934 10,053 9,978 0,0656 0,657
4 9,5673 19,6742 9,5749 9,605 0,0597 0,621
5 9,722 9,620 9,900 9,747 0,1417 1,454
6 9,917 9,929 9,995 9,947 0,0418 0,420
7 9,463 9,514 8,972 9,316 0,2994 3,214
8 9,707 9,787 9,703 9,732 0,0470 0,483
9 9,5914 19,6631 9,7528 9,669 0,0809 0,837
10 9,926 9,967 9,990 9,961 0,0322 0,323
11 10,080 9,994 10,102 10,059 0,0570 0,567
12 10,077 10,068 10,370 10,172 0,1720 1,691
13 10,6357 10,9879 11,0784 10,901 0,2338 2,145

Determinagao de Cinzas Totais

Os testes para determinacéo de cinzas totais indicaram a quantidade de
residuo inorganico que permanece apoés a incineracdo da matéria organica da
amostra. Este ensaio é o ponto de partida para analise de minerais especificos,
processo de determinacdo que apresenta grande valor em alimentos tanto para
fins nutricionais como também para segurancga, além de causar interferéncia
durante a producéo e limpeza de equipamentos na industria.

As amostras da espécie foram analisadas em triplicata conforme

especificacbes da Farmacopeia Brasileira 5° ed. (2010). Os resultados foram
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obtidos calculando-se a porcentagem de residuo em relacdo ao material
vegetal seco e estao apresentados na Tabela 15. Os resultados mostram que o
valor médio referente ao teor de cinzas das amostras de casca de roma é de

2,96% o que representa um valor adequado.

Tabela 15. Resultados da determinacao de cinzas totais para as amostras coletadas e
amostras comerciais.

Cinzas Totais (%)

Triplicatas
Desvio Coeficiente
Amostras 1 2 3 Média (%) ~ de Variagao
Padréo
(%)
1 3,13 3,17 3,15 3,15 0,0193 0,613
2 2,73 2,70 2,71 2,72 0,01438 0,5294
3 3,19 3,24 3,23 3,22 0,0212 0,659
4 3,26 3,21 3,22 3,23 0,0276 0,854
5 3,16 3,21 3,22 3,20 0,0325 1,018
6 3,16 3,15 3,19 3,17 0,0172 0,542
7 2,31 2,33 2,32 2,32 0,0110 0,472
8 2,73 2,68 2,73 2,71 0,0241 0,888
9 3,55 3,56 3,52 3,54 0,0238 0,673
10 3,18 3,17 3,21 3,19 0,0234 0,735
11 2,84 2,85 2,83 2,84 0,0127 0,448
12 2,31 2,33 2,32 2,32 0,0110 0,472
13 2,85 2,86 2,88 2,87 0,0150 0,523
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Otimizacéao extracéao

A verificagdo inicial com o objetivo de avaliar o perfil fitoquimico da casca
do fruto de roma, utilizando amostra Alegrete 15 por diferentes métodos
extrativos mostrou, conforme Figura 7, que 0s extratos apresentam um mesmo

perfil quimico, mesmo obtidos por técnicas bastante distintas.
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Figura 7. Sobreposicdo de cromatograma submetidos a mesmas condi¢cdes de
analise, avaliando extratos de casca do fruto de rom& em dois tamanhos de particula
diferentes e obtidos por diferentes técnicas extrativas. (1) maceragdo - 500um; (2)
maceragdo - 300um; (3) ultrassom - 500um; (4) ultrassom - 300um; (5) ultraturrax -
500um; (6) ultraturrax - 300um; (7) refluxo - 500um; (8) refluxo - 300um.

Levando-se em consideracdo o somatorio das areas dos picos dos
compostos majoritarios dos extratos analisados e obtidos de diferentes técnicas
de extracdo, selecionou-se como melhor forma extrativa a técnica de refluxo, a
qual apresentou maiores concentragdes de punicalaginas, apesar de um menor
rendimento do extrato bruto total, conforme Tabela 16. Isso indica que a técnica
extrativa por refluxo seja mais seletiva, apresentando maior rendimento dos
compostos de interesse, sendo ainda uma técnica rapida para obtencdo dos

extratos.
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Tabela 16. Descricdo dos valores de rendimento (%) encontrados nas diferentes
técnicas extrativas para casca do fruto de P. granatum e somatorio da area dos picos
de punicalaginas obtidos por CLAE.

Extracdo Rendimento (%) Extracéo Somatoério area
Maceracao 51,17 Maceracao 16304560
Ultrassom 55,67 Ultrassom 15412580
Ultraturrax 53,35 Ultraturrax 14980517
Refluxo 50,49 Refluxo 19204385

Apo6s a definicdo do método a ser utilizado, iniciou-se o processo de
otimizacdo desta extracdo, com auxilio do programa estatistico Minitab®.
Primeiramente utilizou-se o planejamento meio fatorial 2* para refino e selecéo
de fatores com maior influéncia sobre o processo extrativo. Avaliaram-se cinco
parametros de maior relevancia: temperatura; massa/volume; concentracado do
solvente; granulometria e tempo, descritos com seus respectivos resultados na
Tabela 17.
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Tabela 17. Delineamento experimental meio fatorial 2* e somatério das areas dos
compostos fendlicos analisados e extraidos por refluxo.

EXP. A B c D E sSoMa

AREAS
1 -1 -1 -1 -1 1 12091738
2 1 -1 -1 -1 -1 18181980
3 -1 1 -1 -1 -1 23617756
4 1 1 -1 -1 1 12908376
5 -1 -1 1 -1 -1 19339797
6 1 -1 1 -1 1 20401718
7 -1 1 1 -1 1 26525984
8 1 1 1 -1 -1 13335824
9 -1 -1 -1 1 -1 13505641
10 1 -1 -1 1 1 13238676
1" -1 1 -1 1 1 19236943
12 1 1 -1 1 -1 19170824
13 -1 -1 1 1 1 22889942
14 1 -1 1 1 -1 12346844
15 -1 1 1 1 -1 24908346
16 1 1 1 1 1 12974960

A = temperatura (-1=70; 1=90"C); B = miv (-1=0,5; 1=1,0 g/mL}); C = Etanol
(-1=60; 1=50%); D = Granulometria (-1=355; 1=500 ym); E = Tempo (-1=15;
1=30 min).

Cada ordem especificada conforme a condi¢éo descrita na Tabela 17 foi
realizada em duplicata, cada um destes extratos foi submetido a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e as areas dos picos dos
compostos majoritarios e de interesse foram utilizadas como resposta (Soma
das Areas). Estes dados obtidos foram processados estatisticamente e
geraram-se graficos resposta como resultado, indicando os fatores que

expressam maior influéncia na extracéo.
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Analisando os resultados obtidos no desenho experimental e expresso
no Gréfico 1, podemos dizer que os fatores temperatura, granulometria e tempo
apresentam melhores resultados no menor nivel (influenciam de forma
inversamente proporcional), enquanto a proporcdo de metanol e razdo m/v
apresentam melhores respostas nos niveis mais altos (influenciam de forma
proporcional). Ainda, pode-se perceber que os fatores temperatura, propor¢cao
de solvente e razdo m/v, foram os que mais influenciaram na resposta.

Pela andlise dos efeitos gerados, é possivel perceber que 0s cinco
fatores testados ndo afetaram a resposta de forma estatisticamente significativa
(Grafico 2). O fator A (temperatura), e a interacdo AB (temperatura*relacéo

massa: solvente) aparecem como fatores de maior influéncia nos resultados.
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Grafico 1. Efeitos principais de cada fator testado no meio fatorial com base no

somatério de areas referentes a punicalaginas.
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Grafico 2. Resultados evidenciando os efeitos de cada fator sobre a extracao,

expressos em grafico de Pareto (a = 0,1).
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Apés o refinamento preliminar da técnica de extracdo, o desenho
experimental obtido pela metodologia de superficie de resposta Box-Behnken,
gerou quinze experimentos independentes. Os fatores utilizados agora,
temperatura, proporcdo de solvente e razdo m/v, foram os que tiveram maior
influéncia anteriormente. A granulometria e o tempo que nao apresentaram
diferenga significativa entre o maior e menor nivel na andlise preliminar optou-
se por utilizar valores de 355um para granulometria e o nivel mais baixo de

tempo, quinze minutos.

Tabela 18. Delineamento experimental de superficie de resposta Box-Behnken e
somatério das areas dos compostos fenélicos analisados. Temperatura expressa em
°C; a relagao massa/volume de material vegetal/solvente representada em relacdo a
proporgéo (0,75 = 1:75, 1,125 = 1:125, 1,5 = 1:150); solvente metanol representado
em porcentagem.

EXP. Temperatura m/v Solvente Soma Areas
1 60 0,750 85 1489193
2 80 0,750 85 663650
3 60 1,500 85 1329899
4 80 1,500 85 1392176
5 60 1,125 75 1890705
6 80 1,125 75 994154
7 60 1,125 95 1009899
8 80 1,125 95 2203178
9 70 0,750 75 1019906

10 70 1,500 75 1932390
11 70 0,750 95 1568393
12 70 1,500 95 1576163
13 70 1,125 85 1550215
14 70 1,125 85 1548195
15 70 1,125 85 1642609
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Os efeitos dos fatores e suas interagcbes podem ser observados no
Gréfico 3, de Superficie de Resposta, onde apresenta os resultados obtidos
com base nos valores da soma das areas em relacdo as punicalaginas de cada
experimento e gerados pelo software utilizado.

As areas mais escuras do grafico representam as maiores respostas
obtidas. Assim, é possivel observar que as interagées solvente*temperatura e
solvente*massa/volume foram as mais significantes. J& a interacdo de
massa/volume*temperatura apresenta uma area ampla com maiores respostas,

com areas menos escuras e assim menos significantes.

Grafico 3. Diagrama de superficie de resposta para a interagdo entre temperatura,

porcentagem de solvente e razdo massa/solvente.
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Também se podem observar estes resultados nos graficos de superficie
de resposta, representacdo em trés dimensdes dos resultados, pelas
inclinagdes produzidas a partir dos resultados obtidos da soma das areas das
punicalaginas.

A andlise dos graficos mostram os valores intermediarios de cada fator,
sendo a temperatura em torno do ponto mais alto (80 ‘C), assim como a
relacdo m/v e concentracdo de solvente nos pontos mais altos, em torno de 1,4
— 1,6 e 93 — 96% respectivamente.

A partir do software foi possivel obter os parametros oOtimos para a
extracdo de punicalaginas em cascas do fruto de Punica granatum L. As

condicdes Gtimas podem ser visualizadas no Gréfico 4.

Grafico 4. Resposta otimizada para extracdo a partir do Box-Behnken para a

determinagé&o do teor de punicalaginas totais em P. granatum, via Minitab 17.

Optimal Temperat my/v solvente
High 80,0 1,50 95,0
D: 09580 ) § ' !
! Cur [80,0] [1,4773] 95,0]
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A partir da analise dos resultados, observou-se que os parametros
temperatura e concentracdo do solvente (metanol), tiveram influéncia
estatisticamente significativa (p<0,5) nas respostas avaliadas. A razao variavel
da massa vegetal e solvente n&o demonstrou influéncia estatisticamente

significativa (p<0,5).
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Tabela 19. Valores de superficie de resposta encontrados na otimizacdo da extracdo
de P. granatum por Box-Behnken avaliando o somatério das areas de punicalaginas
obtidos por CLAE de trés fatores, temperatura; massa:solvente e porcentagem de

metanol.

Termos Coeficiente CoefiScEiente T P
Constante 1413673 155519 9,090 0,000
Temperatura -58317 95235 -0,612 0,567
m/v 186186 95235 1,955 0,108
Solvente 65060 95235 0,683 0,525
Temperatura*temperatura -97336 140183 -0,694 0,518
m/v*m/v -97607 140183 -0,696 0,517
Solvente*solvente 208147 140183 1,485 0,198
Temperatura*m/v 221955 134683 1,648 0,160
Temperatura*solvente 522458 134683 3,879 0,012
m/v*solvente -226179 134683 1,679 0,154

A otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos da casca de frutos de
P. granatum, utilizando o desenho experimental Box-Behnken, indicou que os
parametros 6timos de extracdo sao utilizando a técnica extrativa por refluxo a
uma temperatura de 80 °C, a relacdo massa vegetal e solvente na proporcao

de 1:147 pl/v e concentracdo de metanol a 95%.
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Tabela 20. Valores de desvio padrdo e coeficiente e variacdo a partir das &reas
médias do somatério de punicalaginas utilizando metodologia definida como 6tima

atraveés dos resultados anteriores da otimizacéo da extracéo via Box-Behnken.

VALIDACAO - Box Behnken

Somatoério das areas de Punicalagina A e B

Extrato  Areal Area2 Area3 Areas médias Desvio padrdo CV (%)
1 438438 441748 444037 441408 2814,97 0,6377
2 460915 466673 466195 464594 3195,35 0,6878
3 468300 472984 475558 472281 3679,76 0,7791
4 469446 475961 472858 472755 3258,72 0,6893
5 440524 445977 447506 444669 3670,18 0,8254

A capacidade preditiva do modelo matematico gerado foi avaliada
através da analise de cinco extracdes, cada uma em triplicata, avaliadas sob as
condicbes otimas de extragcdo, 80 °C para a temperatura de aquecimento,
tempo de 15 minutos, relagcdo MV/solvente 1:147 p/v, 95% de concentracdo do
solvente extrator e granulometria 355um.

Os valores encontrados encontram-se dentro dos limites e valores
preditos pelo software, apresentando CV médio igual a 0,72%, assim a

validacdo do desenho Box—Bhenken foi considerada satisfatoria.

Validagdo do método analitico

Para escolher o método analitico por CLAE/UV e suas melhores
situacBes cromatogréficas, preliminarmente foram realizados e testados varios
ensaios, estes baseados em meétodos descritos na literatura para compostos
fendlicos.

Os testes realizados avaliaram diferentes parametros, entre eles:
concentracdo das amostras, composicéo e fluxo da fase movel, comprimento
de onda (A) considerando a intensidade dos picos e a estabilidade da linha de
base, temperatura de analise e colunas cromatograficas, juntamente

observadas a resolucéo dos picos e o tempo total de analise.
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Apesar de serem encontradas na literatura técnicas cromatograficas
para analise de amostras de extrato da casca de rom&, a metodologia proposta
por CLAE/UV se mostrou mais eficaz. A coluna de separacgéo juntamente com
a composicao da fase moével e os demais parametros do método apresentaram
melhor resolucdo/separacao cromatografica e utilizou 30 minutos de tempo de
andlise (Figura 8). Os tempos de retencdo (TR) obtidos para os isémeros,

punicalagina a e 3, foram iguais a 13 e 14,6 min, respectivamente.
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Figura 8. Cromatograma de analise do extrato alcodlico bruto de casca de P.
granatum (Alegrete/15) utilizando CLAE/DAD. Fase movel: agua:TFA 0,01% e
acetonitrila:TFA 0,08%, fluxo 0,7mL/min, coluna Kromasil® Cig (5uym x 4.6mm x
150mm), guarnecida com pré coluna, deteccdo em 256nm e volume de injecédo de
10pL.

Especificidade/Seletividade: foram injetadas solu¢bes contendo o
padrdo interno obtido e também a solucao amostra (extrato bruto) que foram
comparados através dos espectros de ultravioleta, referentes a banda do
marcador quimico e estdo demonstrados na Figura 9, a qual mostra que ambas

as amostras analisadas apresentam o mesmo espectro de UV.
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Spectrum Index Fraction Plot
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Figura 9. Espectros de UV e cromatogramas dos andmeros punicalagina a e J3,
adquiridos por CLAE-DAD a partir da fragdo de punicalaginas, utilizado como padréo

interno e extrato bruto da casca do fruto de P. granatum, respectivamente.
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A curva de calibragcdo do método foi construida a partir de sete pontos
na faixa de 0,538-1 mg/mL, em trés dias distintos. Para avaliar a linearidade da
faixa testada foi utilizada a regressado linear significativa pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (ANOVA). Obteve-se um R? na ordem de 0,99
em todas as equacgOes, estando de acordo com as especificacbes e
observando-se um aumento proporcional da razdo das areas em relacdo a
concentragdo dos analitos. Na Tabela 21 estdo apresentadas as areas médias
dos picos referentes as punicalaginas para cada concentracdo injetada no
CLAE. O grafico da linearidade média, a equacdo da reta e o coeficiente de

regressao estao ilustrados no Grafico 5.

Tabela 21. Média das areas obtidas dos dias 1, 2 e 3 da linearidade por CLAE.

Linearidade Média

Concentracdo (mg/mL)  Areas médias Desvio padréo CV (%)
0,538 5773518 199903,14 3,462
0,615 6746760 204527,90 3,031
0,692 7836089 94791,90 1,210
0,769 8692423 231717,82 2,666
0,846 9396537 199786,80 2,126
0,923 10284539 50501,09 0,491
1,000 11008621 224016,01 2,035

Grafico 5. Curva padrdo média de punicalagina, equacdo da reta e coeficiente de
regressao, obtido nos dias 1,2 e 3 da linearidade obtida por CLAE.
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Tabela 22. Andlise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos pela linearidade da curva
padréo de punicalagina — CLAE.

Fonte da -
variacio SQ s]| MQ F valor-P F critico
Entre grupos  2,5491E+14 1 2,54906E+14 143,8876142 4,85701E-08 4,747225347
Dentrodos  , 1o50r413 12 1,77156E+12

grupos
Total 2,7616E+14 13

Os resultados da curva padrao obtidos por CLAE e utilizando ANOVA,
apresentam regressao linear significativa entre as diferentes concentracdes (p
< 0,05) e também n&o apresenta desvio de linearidade (F > Fcritico). O R? (r =
0,9954) esta de acordo com as especificacdes, indicando ainda correlacéo
entre as areas absolutas e a concentracdo das punicalaginas, com intervalo de
confianga de 95 % (a = 0,05).

Os valores obtidos para a determinacao dos Limites de Deteccdo (LD),
considerado como a menor concentragdo da substancia capaz de ser
detectada nas condi¢cbes experimentais e Limites de Quantificacdo (LQ), menor
concentracdo da substancia capaz de ser quantificada com preciséo e exatidao
aceitaveis, por método de CLAE para a substancia de referéncia de acordo
com os parametros obtidos com a equacdo média da reta, foram calculados a
partir da média dos coeficientes de regresséo linear e do desvio padrdo médios
dos interceptos. Os resultados podem ser observados na tabela abaixo,

indicando que o método apresenta boa sensibilidade com baixos valores de LD

e LQ.

Tabela 23. Valores obtidos para a determinagéo de LD e LQ para as punicalaginas do
extrato bruto de roma.

Limite de Quantificacao 0,238 mg/mL

Limite Deteccéo 0,078 mg/mL

Na tabela 24 estdo representados os resultados obtidos no ensaio de
precisdo intermediaria, que verifica a variagdo da metodologia em diferentes

dias de andlise. Os teores médios de punicalaginas variaram de 8,6916 + 0,04
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a 9,5261 + 0,04 g/%, os desvios padréo relativos (DPR%) e os coeficientes de
correlagdo (CV%) nas extracOes realizadas no mesmo dia e em trés dias
consecutivos foram adequados (<5%), desta forma, demonstra que o método

apresenta apropriada precisao.

Tabela 24. Resultados do ensaio de precisdo intermediaria para o método de
quantificacdo do teor de punicalaginas totais de P. granatum por CLAE.

. o Teorde \iedia@%) DP CV
Dia n Areamédiax DP punlz:;ol/f;\?mas ei %g’] ) (%) (CO:/O)
1 7335842 + 16335 9,308
1 2 7126972 + 24945 9,014 9%8356 * 1,49 1,65
3 7279435 £ 23961 9,227
1 6858678 £ 50473 8,689
2 2 6843430 + 15324 8,651 8,691+004 043 047
3 6901304 + 8268 8,734
1 7536915 + 61537 9,553
3 2 7510027 + 40632 9,550 9,526 £0,04 050 0,46
3 7462589 * 35224 9,474
Média (inter-dias) (Mg/g) + DP 9,133 0,41 4592

Cada ponto corresponde a média de trés determinagfes; DP: desvio padrdo; Concentragao
(9/%): g de punicalagina por 100g de amostra; DPR: desvio padréo relativo (%); n: replicatas.

A repetibilidade do método, avalia a precisdo do método analitico e as
variaveis deste método dentro de um mesmo dia, verificada por 6 extracdes
realizadas no mesmo dia, esta representada na tabela 25. O teor médio de
punicalaginas foi de 9,425. O DPR observado para a sextuplicata foi de 0,10 %
e o0 CV% = 1,127, o que demonstra que o método apresenta adequada
precisao-repetibilidade.
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Tabela 25. Resultados do ensaio de repetibilidade para o método de quantificacdo do
teor de punicalaginas totais de P. granatum por CLAE.

Extracdes Massa (g) Areas médias punic;zzzlngs (9%)
1 0,1690 7506109 9,5146
2 0,1696 7497292 9,5338
3 0,1693 7442347 9,4489
4 0,1691 7391370 9,3742
5 0,1688 7302974 9,2424
6 0,1692 7436246 9,4361

Média + DP: 9,4250 + 0,10 g%:; CV (%): 1,12

A proximidade dos resultados obtidos pelo método em relagcdo ao valor
tedrico é chamada de exatiddo de um método analitico. A exatiddo do método
por CLAE/UV foi avaliada, sendo realizada pelo teste de recuperacédo para as
punicalaginas. Pelos resultados adquiridos ficou evidenciado que o método
desenvolvido mostrou-se exato, conforme estd demonstrado na Tabela 26,
levando-se em consideragdo os DPR obtidos e as condi¢cdes experimentais

avaliadas.

Tabela 26. Resultados do ensaio de exatiddo (recuperacdo) para o método de
guantificacéo de punicalaginas em amostra de P. granatum por CLAE.

Concentragéo Concentracao
. o ¢ média Recuperacdo Média DP Cv
Amostra*  adicionada q <dia (0 0 0 0
(ug/mL) encontrada média (%) (%) (%) (%)
(Lg/mL)**
Controle - 27,07 -
80%* 23,82 51,3 101,8
100%* 29,78 57,2 101,1
120%* 35,73 63,8 102,8
Média 101,9 0,900 0,883

*porcentagem de adi¢do do padrdo na amostra.

**cada valor refere-se a média de trés amostras analisadas em relagdo as punicalaginas.
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Os resultados da etapa de exatidao foram satisfatérios, uma vez que a
legislacdo preconiza percentual de recuperacéo entre 95 — 105 % em relacdo
as concentracbes de SQR adicionadas a solucdo amostra. Os teores
recuperados dentro dos parametros estabelecidos pela legislacdo vigente

comprovam a exatiddo do método desenvolvido.

A robustez avalia a capacidade que o método apresenta em se manter
estavel através de pequenas variacdes realizadas nos fatores que
potencialmente afetariam as condi¢des analiticas do método. Esta foi avaliada
alterando-se o0s parametros de fluxo, coluna analitica de mesmas
especificacdes, porém marcas diferentes e comprimento de onda, conforme
descrito na metodologia. Os resultados (Tabela 27) demonstraram que n&o
houve influéncia sobre a determinacdo quantitativa de punicalaginas apos as
variacfes no método descritas. O teor médio encontrado foi de 9,209 e o DPR
(%) resultante de 0,12%. Desta forma, conclui-se que o método desenvolvido

resiste a pequenas variacdes sem prejuizo a confiabilidade analitica.

Tabela 27. Resultados obtidos nos parametros avaliados na etapa de robustez.

Parametros Teor de punicalaginas (g%)
0,65 9,271
Fluxo (mL/min) 0,7 9,277
0,75 9,183
Kromasil® 9,277
Coluna (marca)
NST® 8,908
252 9,229
A (nm) 256 9,277
260 9,251
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A transferéncia do método analitico desenvolvido por CLUE/DAD,
baseado na metodologia por CLAE, incluiu uma adaptacdo no volume de
injecdo e do fluxo de fase mével, mantendo-se o mesmo sistema gradiente de
fase movel utilizado. Neste método, nota-se a interferéncia do comprimento da
coluna e também a maior pressao imposta pelo sistema em relagcdo ao tempo
de retencdo da andlise, onde os anémeros das punicalaginas aparecem com
tempos de retencdo em torno de 5,55 e 6,35 minutos. Além disso, o tempo total
de analise foi otimizado em dez minutos, tempo suficiente para separacdo dos

compostos com boa resolucéo dos sinais.

0,40
0,30
0,204
N L—I\AA_IL—)\_JL,
0,00
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 200 250 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 5,00 6,50 7,00 7,50 8,00 8,50 9,00 950 10,00
Minutes

Figura 10. Cromatograma de analise do extrato alcodlico bruto da casca (Alegrete/15)
de P. granatum utilizando CLUE/DAD. Fase movel: 4gua:TFA 0,01% e acetonitrila:TFA
0,08%, fluxo 0,15mL/min, coluna Waters Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 pym),

guarnecida com pré coluna e deteccdo em 256nm.
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Determinacao da atividade anti-inflamatdria in vitro

O processo de quimiotaxia, caracterizado pela migracdo e acumulo de
células inflamatorias ao local da injaria, € uma das primeiras e principais etapas
numa reacdo inflamatoria (MEDZHITOV, 2008; MCDONALD et al., 2010).
Dessa forma, a capacidade do extrato bruto e também da fracdo de
punicalaginas obtidos da casca do fruto de P. granatum em inibir a migracao
leucocitaria foi determinada pelo ensaio de antiquimiotaxia, através do método
da camara de Boyden. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela
28 e expressos em percentual de migracao leucocitaria em relagdo ao controle
negativo. Indometacina, utilizada como controle positivo, inibiu 62,9% da
migragdo na maior concentracdo testada (10 pg/mL). Leucdcitos
polimorfonucleares tratados com 0,1, 1 e 10 yg/mL do padrdo de acido galico,
apresentaram reducdo na migracdo de 43, 58,5 e 63,8%, respectivamente,
qgquando comparados ao controle negativo. Tanto o extrato bruto quanto a
fracdo demonstraram resultados positivos e significativos perante a inibicdo da
migracdo leucocitaria. O extrato bruto mostrou percentuais de inibicdo de 82,
63,6, 52,6 e 42,8%, respectivos as concentracbes 10, 1, 0,1 e 0,001 pg/mL. J&
a fracdo contendo os andmeros de punicalagina apresentou inibicdo total da
migracdo na concentracdo de 10 ug/mL, e nas concentragdes mais baixas
inibicbes de 50,9, 33,3 e 26,2% respectivamente. Na comparacdo entre 0s
efeitos apresentados pelas amostras testadas, em todas concentracoes,
podemos observar que o extrato bruto apresenta maiores efeitos que o padrao
de acido gélico, com maior porcentagem de inibicdo da migracdo dos
leucdcitos. Entre o extrato bruto e fracdo em iguais concentracdes, podemos
observar que a fragdo punicalaginas apresenta melhores respostas de inibicao
apenas na concentracdo mais elevada (10 pg/mL), ja nas concentragdes mais
baixas, o extrato bruto aparece com maior potencial anti-inflamatério in vitro.
Ainda, o padrdo de &cido galico ndo apresenta diferenca significativa em
relacdo a indometacina. Ja o extrato e a fracdo na concentragcdo mais alta, 10
pMg/mL, reduziram significativamente (p<0,05) a migracdo leucocitaria em
direcdo ao quimioatrativo LPS, em relacdo as mesmas concentragfes testadas

para indometacina, indicando potencial atividade inibitéria. Estes resultados
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podem ser observados com maior clareza no grafico 6 e corroboram com
estudos realizados por Mo e colaboradores (2013) onde testaram a atividade

anti-inflamatéria dos extratos de P. granatum L.

Tabela 28. Resultados do teste da camara de Boyden para padrdo de acido
galico, extrato bruto da casca de P. granatum e fracdo punicalagina em
diferentes concentragoes.

Amostra Migracao (pm) % de inibicéo

Controle 47,4 0

P. ac. Galico 10 pg/mL 17,1 63,8
P. &c. Gélico 1 pg/mL 19,7 58,5
P. &c. Gélico 0,1 pg/mL 27,0 43,0
Extrato bruto 10 pg/mL 8,5 82,0
Extrato bruto 1 pg/mL 17,3 63,6
Extrato bruto 0,1 pg/mL 22,4 52,6
Extrato bruto 0,001 pg/mL 27,1 42,8
Fracdo 10 pg/mL 0,0 100
Fracdo 1 pg/mL 23,3 50,9
Fracédo 0,1 pg/mL 31,6 33,3
Fracédo 0,001 pg/mL 35,0 26,2
Indometacina 10 pg/mL 62,9

Indometacina 1 ug/mL

Indometacina 0,1 pg/mL
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Grafico 6. Resposta da atividade anti-inflamatéria in vitro das amostras (AG): padréao
acido gdlico; (EXT): extrato bruto; (FRA): fracdo punicalagina e (IND): indometacina
em diferentes concentragfes, perante a migracao leucocitaria.

10 pg/mL
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3
]
]

0,1 pg/mL

0,001 pg/mL
B0 I

Migragao leucocitaria (%o)

90



VI. DISCUSSAO GERAL

A espécie Punica granatum L., foi selecionada como tema central do
trabalho desenvolvido e apresentado nesta dissertacdo, apds revisédo
bibliografica que indicou a existéncia do potencial uso terapéutico bem como a
necessidade de aprofundamento em estudos quimicos e farmacoldgicos para a
casca do fruto. Desta forma, o presente trabalho agregou conhecimentos a
utilizacdo da espécie e forneceu, assim, mais subsidios cientificos para as
politicas publicas de saude e também para a indastria de fitoterapicos.

A revisdo apresentada evidencia a distribuicdo global do género como
também suas atividades bioldgicas (Tabela 1), porém com menor enfoque do
farmacdogeno estudado, a casca do fruto, bem como a falta de padronizacéo
por compéndios oficiais como as farmacopeias, inclusive a Farmacopeia
Brasileira.

A casca do fruto da roma é parte normalmente desprezada e sem valor,
podendo ser utilizada pela industria com o intuito de agregar valor aos produtos
ou ainda, desenvolver produtos a partir deste substrato que apresenta como
principais constituintes os compostos fendlicos (Tabela 2), com amplo potencial
terapéutico e farmacoldgico.

Em vista da utilizacdo caseira da populacdo e o crescente interesse da
industria, € importante avaliar a uniformidade das amostras, e para tanto se
buscou investigar a homogeneidade do perfil quimico em diferentes pontos de
coleta de amostras. Fatores como solo, clima e diferentes exposi¢des que a
planta recebe sdo determinantes para a constituicdo quimica da mesma. Os
diferentes pontos de coleta de variadas regides do estado do Rio Grande do
Sul mostrou que as cascas dos frutos de roméa oriundos de diferentes regides e
climas, apresentam mesmo perfil quimico, variando ligeiramente nas
concentracdes dos isdbmeros punicalagina a e B, principal constituinte quimico
presente no extrato e quantificadas como somatdrio. I1sso corrobora resultados
descritos por Fischer e colaboradores (2011) que encontraram o mesmo perfil
quimico em extratos de roma, assim como as punicalaginas como constituintes

majoritarios.

91



Este resultado, no qual as cascas nao apresentam variabilidade quimica
qualitativa, pode sugerir, tanto para a inddstria, como para o uso medicinal
popular, garantia de homogeneidade para utilizacdo e producao.
Complementando esse resultado, os ensaios fisicos — quimicos de pureza,
como a determinacdo de cinzas totais, por exemplo, apesar de serem
inespecificos, sdo de relevante importancia como informacédo complementar
para o controle de qualidade detectar adulteragdes inorganicas. Para as cascas
do fruto de P. granatum, o teor médio de cinzas totais (média + dp) foi de 3,04+
0,019% e, apesar de ndo haver dados em farmacopeias para a espécie, este
valor € considerado adequado quando comparados ao limite de 10%
estabelecido para este tipo de material vegetal (casca) pela Farmacopeia
Brasileira (2010). O mesmo acontece no ensaio de perda por dessecacao que
apresentou teor médio de 9,73+ 0,13%, valor este abaixo do limite de 10%
estabelecido como adequado a conservagao da droga vegetal.

Havendo uma necessidade continua de atualizacdo de dados analiticos
sobre plantas medicinais que sejam consistentes, se torna interessante a busca
e otimizacdo de métodos analiticos e sua validacdo, para a obtencdo de
resultados rapidos, confiaveis, de baixo custo e mais seguros. Visando
melhorar a eficiéncia da extracdo dos principios ativos contidos nas cascas do
fruto de roma, foi proposto o método por refluxo, sendo simples, barato e
também rapido (quinze minutos), desta forma, de facil insercdo na rotina da
industria. Além disso, o método proposto apresenta maiores rendimentos no
teor de compostos fendlicos, quando comparado a outros métodos extrativos
avaliados, como maceracdo, ultrassom e ultraturrax. Os resultados
encontrados, com teores elevados de punicalaginas (9,13% de média) estdo de
acordo com trabalhos ja descritos na literatura (AMYRGIALAKI, E. et al, 2014;
KAZEMI, M. et al, 2016).

Técnicas analiticas de controle de qualidade contribuem para a
padronizacdo e também para verificar as variacdes no conteudo de principios
ativos de matérias-primas vegetais. Com o0s produtos fitoterdpicos em
constante ascensdo no mercado brasileiro, é necessaria a busca pela
qualidade desses produtos e controles de qualidade mais rigorosos. A
determinacdo quimica qualitativa e quantitativa do composto majoritario, 0s

andmeros punicalagina a e B, foi realizada por CLAE.
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As punicalaginas tratam-se de compostos anomeéricos e se
interconvertem. Os andmeros alfa e beta possuem um monossacarideo
ciclizado e, o carbono anomérico torna-se um centro quiral com duas
conformacdes possiveis sendo o alfa com a substituicdo no carbono anomérico
oposto ao anel do acucar.

Para comprovar sua interconverséo estes foram extraidos isoladamente
por CLAE. A injegcao dos dois picos isolados mostrou, adicionalmente, a
presenca dos dois picos no cromatograma. Assim sendo, estes foram
qguantificados como somatério dos dois picos.

Vérios fatores podem ser utilizados na andlise por CLAE para se obter a
melhor separacéo, entre eles a coluna cromatogréfica, o fluxo e a composicdo
da fase movel e o tipo de detector. Neste trabalho a separacdo ocorreu de
forma satisfatoria com uma coluna de 15 cm e fase reversa com tamanho de
particula de 5 um. O fluxo proposto seguiu gradiente linear, buscando a melhor
separacdo dos compostos fendlicos. Toda a analise foi realizada com detector
de arranjo de fotodiodos, e leitura de analise em comprimento de onda de
256nm, faixa onde ocorre a absor¢cdo maxima e caracteristica dos compostos
fenolicos (GULLON, 2016).

Apés o desenvolvimento do método para a quantificacdo das
punicalaginas, o mesmo entdo foi validado. Processo fundamental para a
confiabilidade dos resultados e necessario para o registro de qualquer
apresentacao farmacéutica, a validacdo do método analitico foi realizada
seguindo as normas estabelecidas pelo ICH (2005) e pela RDC n. 899
(BRASIL, 2003). Os resultados obtidos nos testes de linearidade, precisao,
repetibilidade, limites de deteccéo e quantificacdo, exatiddo e robustez foram
satisfatorios, estando dentro dos limites padronizados para matrizes complexas
e ainda, todas as andlises, apresentaram valores de coeficiente de variacdo
menores que 5%, indicando confiabilidade do método.

A analise desenvolvida por metodologia de CLUE mostrou-se
satisfatdria. Esta técnica mais moderna permitiu a analise em tempos menores
com consequente economia de solvente. Assim, a transferéncia de meétodos
analiticos de CLAE para CLUE tem se tornado uma tendéncia importante na

industria farmacéutica. Este método quando comparado ao CLAE, apresenta
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reducdo de vinte minutos no tempo de analise, e uma reducéo de 14 vezes em
relacdo ao consumo total dos solventes, em mL.

A avaliagdo do potencial anti-inflamatério do extrato bruto da casca do
fruto de P. granatum e também da fracdo contendo punicalaginas, foi realizada
utiizando a técnica de Boyden (1962) modificada por Suyenaga e
colaboradores (2010). Nesta técnica pode-se avaliar a quimiotaxia, etapa
importante do processo inflamatorio. Os resultados evidenciaram um efeito
inibitério da migracao de leucdcitos importante, tanto para o extrato bruto como
para a fracdo nas concentracdes mais elevadas, quando comparados ao
controle positivo, indometacina, anti-inflamatério nao esteroidal.

Dentre os mecanismos envolvidos no efeito anti-inflamatério da roma,
estudos realizados demostraram que a mesma € capaz de inibir a ativacdo de
vias inflamatérias incluindo o NF-kB3. Principios ativos isolados da roma,
proantocianidinas e as antocianidinas, apresentam potencial atividade inibitéria
frente a cicloxigenase e a producédo de oxido nitrico (HOU et al., 2003). O acido
punicico, as punicalaginas e os polifenois podem inibir a biossintese de
prostaglandinas. Assim como os elagitaninos, apresentam potencial atividade
na reducdo da sinalizagdo celular inflamatoria em modelos laboratoriais de
células de cancer de célon (LANSKY et al., 2007). Lansky e colaboradores
ainda apresentam resultados onde os componentes do suco de roméa podem
agir de forma sinérgica na supressao da expressao das citocinas inflamatorias.

Outros trabalhos, como realizado por Pinheiro e colaboradores (2015),
Garreto e colaboradores (2012), utilizaram modelos experimentais de
inflamacdo respiratoria, mostrando que o0s constituintes quimicos de P.
granatum sao capazes de desempenhar atividade anti-inflamatéria, verificando
que o extrato afetou a quimiotaxia de neutrofilos e o extravasamento
plasmatico e, ainda, uma reducdo do numero de células do lavado brénquico
foi demonstrada, corroborando com os resultados encontrados neste estudo
com concentragcbes mais baixas. Assim nossos resultados devem ser
complementados para maior entendimento dos mecanismos de acédo dos

extratos padronizados obtidos.
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VIl. CONCLUSAO

Considerando os resultados experimentais obtidos, conclui-se que:

» As amostras de diferentes origens de coletas analisadas nao
apresentaram variabilidade quimica qualitativa.

» A otimizacdo da extracdo realizada por software estatistico, apesar de
ndo apresentar significancia estatistica, mostrou um aumento
importante das areas dos picos de punicalaginas nos cromatogramas.

» O método de extracdo proposto apresenta vantagens, utilizando
solventes de baixo custo, além de ser simples e rapido.

» O método validado por CLAE mostrou-se eficiente e confiavel,
podendo ser utilizado em laboratérios de controle de qualidade para
analise de rotina e quantificacdo de punicalaginas.

» O desenvolvimento da metodologia por CLUE mostra-se adequado,
reduzindo tempo de analise bem como o consumo de solvente.

» Analise antiquimiotéaxica mostrou que, tanto o extrato bruto, como a
fracdo contendo anémeros punicalagina a e B apresentam potencial

anti-inflamatdrio nas concentracdes testadas.
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ANEXOS

Procedimentos para tratamento de residuos

residuos gerados foram descartados de acordo com o0s

procedimentos descritos no Plano de Gerenciamento de Residuos estabelecido

pela Comissdo de Saude e ambiente de Trabalho (COSAT/FAR/UFRGS).

Curvas de Linearidade Dias 1,2 e 3-CLAE

Dia 1

Somatorio das areas de
Punicalagina A e B

Concentracédo ] ) ) Areas Desvio Ccv

(mg/mL) Area 1l Area 2 Area 3 meédias padrdo (%)

0,538 5712756 5733970 5713433 5720053 12057,23 0,2108
0,615 6736410 6780534 6752123 6756356 22364,45 0,3310
0,692 7939848 7959277 7902477 7933867 28868,43 0,3639
0,769 8571599 8620275 8748378 8646750,667 91314,97 1,0561
0,846 9599045 9619903 9596470 9605139,333 12850,37 0,1338
0,923 10228654 10252890 10202082 10227875 25412,95 0,2485
1 11217633 11225553 11257433 11233539,67 21067,75 0,1875

Areas Médias (mV.s)

Linearidade Dia 1

y = 1E+07x - 383097
R*=0,994

0,55

0,65 0,75 0,85 0,95 1,05

Concentragdo (mg/mL)
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Dia 2
Somatorio das areas de
Punicalagina Ae B

Concentragdao ) ) ) Desvio

(mg/mL) Areal Area2 Area3d Areasmédias padrdo CV (%)
0,538 5990817 6009778 5983555 5994717 13539,46 0,2259
0,615 6957673 6932444 6948846 6946321 12802,63 10,1843
0,692 7828818 7815487 7845106 7829804 14834,08 10,1895
0,769 8969687 8916072 8944970 8943576,333 26834,66 0,3000
0,846 9385382 9379729 9367539 9377550 9118,89 0,0972
0,923 10316701 10317969 10339724 10324798  12941,83 0,1253
1 11000091 11025412 10994916 11006806,33 16319,41 0,1483

Linearidade Dia 2

__ 12000000

> 10000000

% 8000000

5 6000000 V=1§:278‘;99’2%6704

= 4000000 - . . . . —— .

© 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05

< Concentragdo (mg/mL)

Dia 3
Somatério das areas de
Punicalagina Ae B
Concentragao ) ] ) Desvio cv
(mg/mL) Areal Area?2 Area3 Areasmédias padrdao (%)
0,538 5639323 5563597 5614428 5605783 38596,15 0,6885
0,615 6523994 6540566 6548249 6537603 12396,00 0,1896
0,692 7832640 7696892 7704256 7744596 76337,19 0,9857
0,769 8453535 8559148 8448145 8486942,667 62589,70 0,7375
0,846 9189979 9218065 9212720 9206921,333 14913,89 0,1620
0,923 10286039 10311633 10305160 10300944 13307,67 0,1292
1 10792029 10762524 10802001 10785518  20528,11 0,1903
Linearidade Dia 3

__ 12000000

< 10000000

£ 3000000

£ 6000000 y = 1E+07x - 367513

‘%’ 4000000 - ; ; ; ; R*=0,9917—

o 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85 0,95 1,05

:T—f Concentragdo (mg/mL)
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Cromatogramas obtidos por CLAE para cada amostra, com suas
respectivas areas em relagcdo as punicalaginas.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Alegrete 15 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Mame vanabilidade amostras
Vial: a0 Acq. Method Set: punica
Injection #: 1 Processing Method alegrete 15
Injection Volume: 10.00 wul Channel Name: 256.0nm
Run Time: 30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA 256.0 nm (210-400)nm
Date Acquired: 12/112/2016 T:25:41 PM BRST
Date Processed: 12/119/2016 12:01:38 PM BRST

Auto-Scaled Chromatogram

040
] '
0.304 ol |
=2
{ ] .
02 ‘
] ,n | ‘
01 | |
|
| N YT Ay, o Ll
um_ PP TN — LA vt - e b M M I R
T T T [T T T [T T T[T T T [T T T [T TT [T T T[T TT [ T T T[T TT [T T T[T T T [ T T T T T T T TTT

00D 200 400 G600 800 1000 1200 400 1600 1500 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Minutes

Peak Results
Name [ RT Area | Height | Amount | Units
1 12.145 | 1T2TETE | 243153
2 13.853 | 2021403 | 421223
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

Alegrete 16 Acquired By: System

Unknown Sample Set Name wvariabilidade amostras
81 Acq. Method Set: punica

1 Processing Method alegrefe 16

10.00 ul Channel Name: 256.0nm

30.0 Minutes

12/12/2016 8:47:55 PM BRST
12/19/2016 12:05:49 PM BRST

Proc. Chnl. Descr.:

PDA 256.0 nm (210-400)m

PAutoe-Scaled Chromatogram

] |
060
050
| 8
D40 '|_
= ]
R |
01 ( | ||
] A N | |
poo | zbo | 4bo | Bbe | 80O | 7000 | 1200 MO0 7600 | 1800 2000 | 2200 | 2400 | 2000 2800 30
Minutes
Peak Results
M ame RT Ares Height | Amvmount | Units
1 11.76C | Z7oaces | 373500
z 12.300 | 4223716 | 605724
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Ant Prado Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name wvanabilidade amostras
Wial: 82 Acqg. Method Set punica
Injection #: 1 Processing Method Antonio Prado
Injection Volume: 10.00 ul Channel Name: 256.0nm
Run Time: 30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:.  PDA 256.0 nm (210-400nm

Dafte Acquired:
Date Processed:

12/12/2016 10:10:05 PM BRST
12/19/2016 12:08:08 PM BRST

Auto-Scaled Chromatogram
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0:35
HEY &
025
=
< 2
015 || |
o1 |
:I.:IEIE Il |
3] h el A |
:I.:':E I _ e _."’Eh-h"‘ ol S S TP NP | e S
T 1T | rrrrrrrrrrrrr[rrr [T 11t [T T T [ T FT T [ T T T[T T T[T T T [ T T T [ T T T[T 1T
0.0 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18,00 .00 22,00 24.00 268,00 2800 30
Minutes
Peak Resulis
Manme RT Area Height | Amount | Units
1 11.88Z | 1742276 | 238178
2 123.240 | 2758021 | 324706
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:

Injection Wolume:

Dafte Acquired:
Date Processed:

capio Acquired By: System

Unknown Sample Set Name wvanabilidade 2

86 Acg. Method Set punica

1 Processing Method capdo

10.00 ul Channel Name: 256.0nm

30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA 256.0 nm (210-400nm

12/13/2016 5:02:27 PM BRST
12/19/2016 12:33:36 PM BRST

Auto-Scaled Chromatogram

050 ]
0.4
| [ r ]
] &
03]
=) ]
< -
020] |
oo’ o |
] II ol | L
o i) N el ".—‘.ﬁ.ﬁ'-._.fu.'\_ . — P ,'
aino I — v Ssu—— kT | P
o '4bo ' abo | 800 | 1000 1200 1400  e00 | 1800 | 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Minutes
Peak Results
RT Ares Height | Amount | Units
11.90¢ | 2077126 | 288336
13.513 | 3430167 | 404832
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Cascata - Pel Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name varabilidade amostras
84 Acqg. Method Set punica
1 Processing Method cascata
Injection Yolume: 10.00 ul Channel Name: 256.0nm
30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA 256 0 nm (210-400)nm
Date Acquired: 12/M13/2016 12:54:30 AM BRST
Dafe Processed: 12M19/2016 12:13:39 PM BRST
Auto-Scaled Chromatogram
T \ \|
=z ]
030
020
010] I |
1 |
] — _,.-:'.—L"h.xﬂ'!'.'- i, f "
0oo] _ _ 2 — Y | L. -
oto | zbo | 4bo | &ho "%2o0 ' t4oo | ido0 | 1200 2000 | 2200 2400 | 2600 | 2300 3000

Minutes

Peak Results

RT Ares Height | Amount | Units

11.868¢ | Z71193€ | 370918

13214 | 4401537 | 631128
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:
Injection Yolume:
Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

cnsial
Unknown

BT

1

10.00 ul

30.0 Minutes

12/13/2016 6:24:45 PM BRST
12/19/2016 12:39:05 PM BRST

Acquired By: Sydem
Sample Set Name varabilidade 2
Acq. Method Set: punica
Processing Method cristal
Channel Name: 256.0nm

Proc. Chnl. Descr.:

FDA 256.0 nm (210-400nm

Auto-Scaled Chromatogram

1 I
D.40H
1 5
R e
030 T
2 ] l
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020
010 || | I
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ob0 | 2bo | 4bo  &bo | b0 1000 1200 1400 e00 | 1200 2000 | 2200 | 2400 | SA00 | 2300 3000
Minutes
Peak Results
Mame RT Ares Height | Amount | Units
1 12037 | 1909816 | 282462
2 13.550 | 3033160 | 435830
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Miram Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name wvariabilidade amostras
Vial: 85 Acg. Method Set: punica
Injection #: 1 Processing Method mirnam
Injection Volume: 10.00 ul Channel Name: 256.0nm
Run Time: 30.0 Minutes Froc. Chnl. Descr.: PDA 2560 nm (210-400)m
Date Acquired: 12M13/2016 2:57:48 AM BRST
Date Processed: 12/19/2016 12:25:00 PM BRST
PAurto-Scaled Chromatogram
0.60H
os0]
= 3.3): \ ”
= ]
329{
0.1 “ |
] | |
J [ s A # |
D.DCI: o - . P I, S S RN | WP L | R N
poo | 200  4be | Bbe | 800 | 1000 | 1200 | 1400 | 180D | 1800 | 2000 | 2200 2400 | 2000 2800 | 3000
Minutes
Peak Resulis
Mame RT Ares Height | Amnount | Units
1 11.88€ | 2340363 | 320742 <A Miriam = S0 Jerdnimo/RS
2 12218 | 3006138 | 560687 mostra Miriam = Sao Jeronimo
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

mormo redondo
Unknown

88

1

10.00 ul

30.0 Minutes

12/13/2016 7:46:58 PM BRST
12/19/2016 12:39:41 PM BRST

Acquired By:
Sample Set Name
Acg. Method Set:
Processing Method
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

Sydem

variabilidade 2

punica

mome redondo

256.0nm

PDA 2560 nm (210-400)nm

Auto-Scaled Chromategram

:l' m
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] [} Il i |
obo | zbd | 4D0 | b0 | 800 1000 | 1200 1400 1800 1200 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Minutes
Peak Results
Manne RT Area Height | Amount | Units
1 12192 | 3240785 | 447148
2 13.803 | 5195466 | 734207
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: sSP Acquired By: Sysem
Sample Type: Unknown Sample Set Name wvariabilidade amostras
Vial: 83 Acq. Method Set: punica
Injection #: 1 Processing Method SP
Injection Volume: 10.00 ul Channel Name: 256.0nm
Run Time: 30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA 256.0 nm (210-400m
Date Acquired: 12/12/2016 11:32:19 PM BRST
Date Processed: 12/19/2016 12:13:05 PM BRST
Auto-Scaled Chromatogram
060
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] #
040 T
2 03]
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' 2bo | abo ' sbo | =bo | 1000 1200 1400  jE00 @00 2000 2200 2400 2800 2800 | 3000
Minutes
Peak Results
Mame RT Area Height | &mount | Units
1 11,862 | 2817148 | 358127
2 13.215 | 4080858 | 577420
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:
Injection Volume:
Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

Cha e Cia
Unknown

26

1

10.00 ul
30.0 Minutes

21-Feb-17T 2

1:5
oD6-Mar-17 15:5

7
T

40 BRT
33 BRT

Acquired By: System

Sample Set NMame vanabilidade_comerciais
Acg. Method Set: punica

Processing Method comercial_cha e cial
Channel Name: 256.0nm

Proc. Chnl. Descr.:

PDA 256.0 nm (210-400>m

PAuto-Scaled Chromatogram
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oo | zbo | 4bo | Goo | " 2200 | 240 2600 Zzao0 | 3000
Peak Results
Mamne RT Ares Height | Ammount | Units
1 11.857 | 1850065 | 272061
2 13,188 | 2064763 | 441063
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Cluimer Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name varabilidade_comerciais
Wial: 28 Acqg. Method Set: punica
Injection #: 1 Processing Method comercial_guimer 1
Injection Volume: 10.00 ul Channel Name: 256.0nm
Run Time: 30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA 256.0 nm (210-400))nm
Date Acguired: 22-Feb17 02:14:21 BRT
Date Processed: 0D6-Mar-17 15:49:38 BRT
Awto-Scaled Chromatogram
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Minutes
Peak Results
MName RT Area Height | Armount | Units
1 11.584 | 550601 | 24@38
2 13.150 | 1038073 | 158370
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

Florien Acquired By:
Unknown Sample Set Name
27 Acg. Method Set:
1 Processing Method
10.00 ul Channel Name:
30.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:

22-Feb-17 00:05:58 BRT
D6-Mar-17 15:52:12 BRT

System
vanabilidade_comerciais
punica

comercial_flornen |
256.0nm

PDA 256 .0 nm (210-400)m

BAuto-Scaled Chromatogram
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4,00 6.00 8.00 10,00 12.00 14.00 600 1800
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Peak Results

RT Area Height | Amount | Units

11.59¢ | 2003778 | 203806

12148 | 3351878 | 488515
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