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Resumo:

Thuja occidentalis é largamente utilizada na medicina tradicional, sendo os flavonoides metabdlitos de interesse
da espécie, devidoo ao potencial farmacoldgico descrito na literatura. Contudo, ndo ha descrito método para a
guantificacdo e identificacdo desses, sendo objetivo desse trabalho desenvolver e validar um método
cromatogréafico para a identificacdo e quantificacdo de flavonoides presentes no vegetal. Para tal, o extrato
hidroalcoélico das partes aéreas da planta foi realizado e submetido a cromatogréafia de liquida de desempenho
ultra acoplado ao detector de arranjo diode (UPLC-DAD) e o perfil cromatografico e tempo de retencado dos
picos obtidos no extrato foram comparados com os padrdes dos flavonoides. Os flavonoides foram separados
por meio de uma coluna de fase reversa (C18, 250 x 4,6 mm; 5 ym) num tempo total de 37 min.
Adicionalmente, procedeu-se a validacdo do método, seguindo os parametros estabelecidos pela ANVISA, os
testes foram realizados em triplicata e nos trés niveis exigidos. Foi possivel identificar por meio do método
cinco flavonoides: catequina, amentoflavona, quercetrina, miricetrina e rutina. O método atendeu a todos os
requisitos indicados para validagcdo de uma matriz vegetal, com boa linearidade (acima de 0,998), preciséo
(2,589% a 5,888%), exatiddo (92,44% a 101,86%), o que possibilita sua utilizacdo na pratica laboratorial, sendo
um método facil, rapido, e que pode ser reproduzido e utilizado como marcador do controle da qualidade do
extrato vegetal.
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Introducéo:

Thuja occidentalis é uma planta conifera, mondica e perene, pertencente a familia cupressaceae,
conhecida popularmente como arvore da vida e é proveniente da América do norte e cultivada como planta
ornamental no Brasil e outros paises. Thuja apresenta propriedades curativas € utilizada ha anos na medicina
tradicional, na forma de tinturas e preparacdes homeopéticas para tratar uma variedade de enfermidades, entre
elas: reumatismo, amenorreia, cistite, psoriase, carcinomas uterinos e enxaquecas. (JOSEPH et al., 2013;
AKKOL et al., 2015; SAMPAIO et al., 2015).

Estudos fitoquimicos realizados com a Thuja indicaram a presenca de diversos compostos como:
terpendides, esteroides, citoquinas, lignanas e polissarideos. E que suas propriedades medicinais estdo nas
partes aéreas da planta, ricas em oléos essénciais, destacando-se a Tujona como majoritaria, assim com a
presenca significativa dos flavonoides catequina, miricetina, quercetina, quercetrina, canferol e canferol-3-O-a-
ramnosideo. (AKKOL et al., 2015; LOKESH et al., 2011; AHMAD et al., 2013; JASUJA et al., 2015).

O grupo quimico dos flavondies em estudos farmacoldgicos envolvendo a fracdo etanolica da Thuja
occidentalis foi responséavel pela atividade antiabética, hepatoprotetora, antitumoral, antiulcerativa, antioxidante
e antilipidémica. (DUBEY, S. K.; BATRA, A., 2009a; DUBEY, S. K.; BATRA, A., 2009b; OJESWI et al., 2010).

Ao constatar os compostos fendlicos como o grupo de metabdlitos majoritario na espécie, confirmada
previamente por cromatografia de camada delgada (CCD) (FIGUEIREDO et al., 2014), surge & necessidade de
elaborar um método que permita a quantificacdo desses metabdlitos, devido o potencial farmacoldgico dos
metabdlitos de interesse.

A determinacdo de flavonoides totais € amplamente utilizada como controle para drogas vegetais,
extratos e produtos acabados para diversas espécies, sendo estes detectados e/ou doseados pelas técnicas
espectroscopicas e cromatogréaficas. (PETRY, R. D.; ORTEGA, G. G.; SILVA, W. B., 2001)

A andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é o método mais eficiente para o
controle de qualidade de matrizes vegetais, e tendo em vista a auséncia de métodos analiticos validados
descritos na literatura para a quantificacdo dos flavonoides presentes na espécie vegetal Thuja occidentalis.
Observando esta necessidade, o presente estudo tem por objetivo desenvolver um método validado de
cromatografia de liquida de desempenho ultra acoplado ao detector de arranjo diode (UPLC-DAD) para a
guantificacdo de flavonoides presentes nas partes aéreas da fracdo hidroalcolica da Thuja occidentalis,
utilizando padrfes comerciais dos flavonoides e seguindo os paramentros da ANVISA sobre validacdo de
métodos analiticos para o controle e qualidade de drogas/extratos vegetais, que envolvem:
especificidade/seletividade, Linearidade, Sensibilidade, Exatiddo, Precisao,(repetitividade, precisao
intermedidria), Limite de Detec¢éo (LD), Limite de Quantificagdo (LQ) e Robustez.
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Metodologia:

Materiais: A planta Thuja occidentalis foi adquirida através da floricultura Rio Verde plantas e jardins
(Macei6-AL, Brasil). Padrdes dos flavonoides: catequina, miricetrina, rutina, amentoflavona e quercetrina foram
adquiridos em Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Etanol, acido acético e metanol de grau HPLC foram
adquiridos em Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Milli-q water foi adquirida no Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes (Maceid-AL, Brasil).

Preparacdo do extrato: as folhas frescas da planta foram removidas, pulverizadas e deixadas em
contato com a solucdo extratora de etanol/agua na proporcao de 2:1 em béquer de vidro por uma semana em
temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi filtrada e o solvente removido por meio de um rota
evaporador (Fisatom, Sao Paulo, Brazil). Obtendo-se o extrato bruto.

Preparacdo das solucBes padroes e da amostra: Os padres de flavonoides foram dissolvidos em
metanol para obter solu¢cBes estoque na faixa de concentracfes de 5 a 50 pg/mL. O extrato bruto de Thuja foi
diluido em metanol para obter solu¢des na faixa de concentragdes entre 100 a 2000 pg/mL.

Instrumentacdo e condi¢cdes cromatograficas: O perfil cromatografico das amostras do extrato de
Thuja occidentalis foi realizado utilizando uma cromatografia liquida de desempenho ultra acoplado ao detector
de arranjo diode (UPLC-DAD) da Shimadzu, composto pelos seguintes médulos: a bomba de alta presséo
(Nexera modelo LC-20ADXR), desgaseificador (modelo DGU-20A3R), Auto-injetor (modelo SIL-20AXR), coluna
cromatogréfica forno (CTO-20A),detectores de arranjo de diodos (modelo EPDM-20A) e detector de ultravioleta
(modelo SPD-M20A), um controlador (Modelo CBM-20A) e um software Shimadzu Labsolution.

A separacdo dos compostos fendlicos, flavonoides e demais constituintes ocorreu utilizando uma
coluna de fase reversa (C18, 250 x 4,6 mm; 5 ym. Jupiter, phenomenex), e pré-coluna C:18. A fase mdvel que
consistiu de solvente A (1% acido acético em agua Milli-Q) e o solvente B (metanol), bombeado num fluxo de
0,8 ml / min. Temperatura do forno de 30 — 32 C°. O gradiente de elui¢éo inicial consistiu de solvente B (25%)
com uma variacdo da porcentagem para 60% no tempo 13 min, 95% no tempo 27.01, em seguida voltando a
25 % no tempo 32.01 minutos e volta a condicao inicial a 37.01 min. Perfazendo o tempo total de 37 min de
leitura. A robustez foi determinada com &cido acético a 0,1, 0,2 e 0,3 %.

Validagdo do método: para a avaliagdo de adequabilidade de todo o procedimento de determinagéo e
guantificacdo dos flavonoides no extrato de Thuja occidentalis, o método foi validado de acordo com as
determina¢cdes da ANVISA (BRASIL, 2003), para especificidade, linearidade, precisdo, extatiddo, sensitividade
e robustez. A especificidade do método foi estimada, amostras contaminadas com padrdo e solugbes em
brancos foram preparadas a apartir da amostra real e analizada da mesma forma. A Recuperacéo e a acuracia
do método foi realizada ao diminuir a concentragdes da solu¢éo padrdo misturada em trés niveis diferentes de
concentracdo. O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram definidos como o menor valor
analizado do composto que produz um pico reprodutivel da variacdo da triplicata (3c) e décupulo (100c),
respectivamente, na base do sinal de ruido dos analitos.

Resultados e Discussao:

Perfil cromatografico UPLC-DAD: o extrato de Thuja occidentalis exibiu picos similares aos
flavonoides usados como padrbes, confirmando a presenca destes na planta. A figura 1. Mostra o perfil
cromatogréafico do extrato de Thuja nos comprimentos de onda 310 nm e 345 nm. Por meio da comparacao dos
tempos de rentencéo dos picos dos flavonoides padrdes com os flavonoides presentes no extrato, foi possivel
identificar a presenca dos seguintes flavonoides: catequina, miricetrina, amentoflavona, rutina e quercetrina. Foi
observado que o comprimento de onda de 310 nm é mais sensivel para a identificacdo de catequina e
amentoflavona em relacdo ao comprimento de onda 345 nm, onde os picos destes flavonoides sdo muito
fracos. JA o comprimento de onda de 345 nm obteve menos interferéncia para os demais flavonoides
identificados no extrato. Os demais picos presentes no extrato ndao foram identificados devido a auséncia de
padrdes.

Validag&o: O método proposto seguiu os parametros estabelecidos pela ANVISA.

Especificidade: ndo foram encontrados picos de interferentes nos tempos de retencdo ao injetar o
diluente (metanol) no sistema. Os flavonoides foram identificados com base nos tempos de retencdo dos
padrdes individuais dos flavonoides co-injetados. Todos os flavonoides foram separados um do outro. O
método foi apenas valido para os cinco flavonoides indentificados com os padrbes de referéncia usados. O
método mostrou uma boa separagédo parar todos flavonoides, como mostrado na figura 1.

Linearidade: As areas de pico em cada nivel de flavonoides foram calculadas para assegurar a
linearidade do método. Os graficos de cada area de pico versus cada concentragdo correspondente de
flavonoides foram plotados. O coeficiente de correlacdo da linha de regresséo para cada padrédo de flavonoides
foi de 0.998 a 0.999, mostrando que o método € linear. Os resultados estéo resumidos na tabela 1.
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Figura 1. Perfil cromatografico do extrato de Thuja occidentalis na concentragéo de 2000 pg/ml. (I) 310 nm, (I1)
345 nm. (A) Catequina, (B) Miricetrina, (C) Rutina, (D) Quercetrina e (E) Amentoflavona
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Exatiddo: O experimento de recuperacéo foi realizado para avaliar a exatiddo do método. A resposta
dos trés niveis (50%, 100%, 150%) de amostras de extratos contaminadas com padréo em triplicata produziu
uma variagdo derecuperagdo maxima de 9,416% para a miricetrina. As variagbes de precisdo/recuperagdes
foram calculadas a partir da resposta de cada flavonoide individual. Os resultados demonstraram que 0 método
€ capaz quantificacdo quatro flavonoides nos extratos de Thuja com exatiddo. Os resultados estdo resumidos

na tabela 1.

Tabela 1. ParAmetros de Linearidade, Precisdo e Exatidao.

Linearidade Preciséo Exatiddo
Nome Intra-dia Inter-dia Nivel (%)
Equagao de regressdo  Coeficiente de 500ug/mL 1000ug/mL  1500pg/mL 500pg/mL 1000pg/mL  1500pg/mL 50 100 150
(Y=ax+h) Correlagéo () DPR% DPR% DPR% DPR% DPR% DPR% R% R% R%
Miricetrina  y = 2909.2x -2901.6 0.998 1.037 0.772 2.589 1.075 1.197 0.877 101.859 92.443 97.623
Quercetrina y = 1581,3x -2112,2 0.998 1.176 0.337 1.204 1.788 0.293 0.888 101.382 100.121 99.509
Amentoflavona  y = 5435.9x -12520 0.999 2.421 2.439 0.664 3.513 5.636 5.688 100.504 97.146 99.168
Rutina y = 2231,1x -2325,6 0.999 1.661 2.517 0.696 5.111 2.803 1.74 97.052 95.802 96.635

*DPR= desvio padrdo relativo; R%= Recuperagdo; Dados em pg/mL.

Precisao: A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. A
precisdo intra-dia (repetibilidade) foi avaliada utilizando os resultados das quatro prepara¢des contendo cada
flavonoide. O Desvio padrdo relativo (DPR) maximo dos flavonoides individuais foi de 2,589 (tabela 1). A
precisao intermediaria (inter-dia) foi avaliada por geracéo de dados em dias diferentes e teve um DPR maximo
de 5,888% (tabela 1). Desmonstrando que o método é preciso para a quantificacdo dos quatro flavonoides.

Tabela 2. Pardmetros de Robustez, Limite de Detecc¢éo e Limite de Quantificacéo.

Robustez LD LQ

Temperatura (°C) Fase moéwel &cida (%) pg/mL pg/mL

Nome 30 31 32 0,1 0,2 0,3

DPR% DPR% DPR% DPR% DPR% DPR%

Miricetrina 0.747 3.295 4.226 2.418 1.146 1.597 0.169 0.564
Quercitrina 1.781 0.69 1.19 1.112 1.677 1.308 0.600 2.001
Amentoflavona 3.083 5.551 6.083 2.386 0.558 1.689 0.489 1.631
Rutina 5.283 5.969 3.862 1.157 12.126 17.579 1.380 4.600

*DPR%= desvio padrao relativo; Dados em pg/mL.

Limite de deteccdo e limite de quantificac&o: os limites de detec¢éo e quantificacdo dos flavonoides
presentes no extrato foram determinados por solu¢cdes padrdes e amostras contaminadas com padrdo, como a
menor concentracdo dando um sinal de ruido na proporcéo de 3 e 10 respectivamente. Os resultados de LD e
LQ podem ser visualizados na tabela 2. Os LD dos flavonoides estavam na faixa de 0,169 a 1,38 pg/mL. Os
resultaos demonstram que o método é suficientemente sensivel.

Robustez: o teste de robustez foi desenvolvido ao variar pardmetros operacionais do UPLC-DAD,
como pH e temperatura, ao analisar a amostra do extrato de 500 pg/mL. Na tabela 2. E possivel visualizar o
desvio padrdo relativo ao variar os parametros. Através da andlise estatistica ANOVA, observou-se que a
variacao do pH do método altera as concentra¢cfes do flavonoide Miricetrina e Amentoflavona com valor de p
significativo de 0.0333 e 0.0012 respectivamente, ou seja ao alterar o pH do meio a quantidade destes
flavonoides varia, ja para a quercetrina e rutina ndo houve diferenca significativa com valor de p igual a 0.861 e
0.467 respectivamente. N&o foram observadas diferencas significativas ao variar a temperatura do método para
os quetro flavonoides. Demonstrando que o0 método proposto é robusto para quantificacdo da quercetrina e
rutina.

Aplicabilidade: o método analitico foi aplicado com sucesso na identificacdo simutdnea dos cinco
flavonoides encontrado no extrato de Thuja occidentalis. Os resultados apresentados na Figura 1. corrobam
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com a composicao de flavonoides que ja foi descrita na literatura anteriormente (NASER et al., 2005). O que
sugere, que 0 método proposto é preciso e exato em identificar e quantificar os principais flavonoides presentes
nos extratos de Thuja occidentalis.

Conclusdes:

O perfil cromatografico UPLC-UV do extrato de Thuja occidentalis mostrou picos e tempos de retencéo
semelhantes aos flavonoides utilisados como padrdes, permitindo a identificacdo dos seguintes flavonoides:
rutina, catequina, amentoflavona, miricetrina, quercetrina.

O método de UPLC-DAD desenvolvido para a analise simutanea da composicdo dos flavonoides do
extrato de Thuja occidentalis. A preparacdo do precedimento foi simples e direta, sem requerir derivatizacao.
Os cinco flavonoides foram separados usando coluna capilar de C18, 250 x 4,6 mm; 5 ym, num tempo total de
37 min. O método mostrou-se livre de interferentes dos diluentes usados e demonstrou especificidade para os
cinco flavonoides identificados. A sensibilidade do método mostrou que o método € aplicavel para a analise do
extrato de Thuja occidentalis.

O método foi validado para a quantificacdo de quatro flavoides presentes na Thuja: miricetrina,
guercetrina, rutina e amentoflavona. Nao foi possivel quantificar a catequina por apresentar picos muito baixos
em concentracfes muito baixas. E o método apresentou robustez apenas para os flavonoides quercetrina e
rutina, uma vez que foi observado que a variacdo do pH altera a concentracdo de amentoflavona e miricetrina.

O método seguiu as determinagBes da ANVISA, e mostrou ser especifico, preciso e exato para a
andlise do extrato Thuja occidentalis e seus flavonoides mojoritarios. Esse método pode ser aplicado como
marcador e monitorar a qualidade dos extratos de Thuja occidentalis.
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