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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE UM METODO ANALITICO INDICATIVO DE
ESTABILIDADE PARA O ACIDO NORDIHIDROGUAIARETICO

RESUMO

O &cido nordihidroguaiarético (NDGA) € um dos principais metabdlitos gerados pela
planta Larrea tridentata, cujos estudos clinicos comprovam sua segurancga e eficacia em
efeitos terapéuticos, como anti-inflamatério e antineoplasico. E atribuido elevado
potencial antioxidante a esta molécula, devido a estrutura quimica ser composta por
grupamentos catecois. Atualmente, 6rgdos de regulamentagao, tais como ANVISA e
FDA, delimitam diretrizes para os processos de registro e pés-registro de medicamentos.
Dentro desta esfera, metodologias analiticas sao exigidas para cumprimento de normas,
como as resolugdes da diretoria colegiada — RDC n° 166, 2017 e RDC n° 53, 2015. Assim,
esta pesquisa teve como objetivo desenvolver e validar um método analitico indicativo de
estabilidade para a matéria-prima do NDGA por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
O desenvolvimento foi realizado a partir de testes iniciais, que envolveram otimizacdes
da fase movel, coluna, concentragdo das solugdes entre outros, até que a metodologia
apresentou-se como apta para ser validada. Em seguida, o perfil de degradagao do ativo
foi definido por estudo de degradacéo forcada que tende a avaliar a aplicabilidade do
método analitico na separagao das impurezas geradas apds condigdes de estresse. As
condi¢gdes foram definidas a partir de recomendacgdes contidas em guias nacionais e
internacionais que contemplam estresses quimicos e fisicos. Os estresses quimicos
consistiram da exposi¢ao das amostras a condigdes de: hidrélise em ampla faixa de pH,
além da oxidagao por ions metalicos e reagente oxidante. Ja as condi¢goes de degradagao
fisica consistiram da exposicdo das amostras para aquecimento, umidade e
fotodegradagdo. Apods concluir o desenvolvimento do método, seguiu-se com os
parametros da validacdo: seletividade, linearidade, intervalo linear, precisdo, exatidao e
robustez. O sistema cromatografico definido no desenvolvimento foi em modo gradiente
utilizando como fase movel agua e metanol com fluxo de 1,0 mL/min, em um volume de
injecdo de 3 pL, coluna Agilent Eclipse XDB-C18 150 mm x 4,6 mm x 5 pm em
temperatura ambiente e a deteccdo foi realizada em 283 nm. O método proposto
demonstrou ser seletivo, pois os produtos de degradag¢des gerados nao interferiram na
deteccdo nem na quantificagdo do NDGA, preciso, linear e robusto dentro da faixa de
trabalho. Apds a exitosa realizacdo de todas as analises pertencentes a validacdo da
metodologia analitica, conclui-se que o método proposto € indicativo de estabilidade para
dosar a matéria-prima do NDGA.

Palavras-chave: Larrea tridentata. Estudo de degradacgao forgada. Cromatografia liquida
de Alta Eficiéncia.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD AS AN
INDICATIVE OF STABILITY FOR NORDIHIDROGUAIARETIC ACID

ABSTRACT

Nordihydroguaiaretic acid is one of the main metabolites produced by Larrea tridentata
plant, to which clinical studies have testified its safety and efficacy in therapeutic effects,
such as anti-inflammatory and antineoplastic ones. High antioxidant potential is attached
to this molecule, because its chemical structure is composed of catechol sheets.
Currently, regulatory agencies such as ANVISA and FDA, have determined guidelines to
register processes and post-registration of drug therapies. According to such area,
analytical methodologies are required to fulfill with norms, such as the resolutions of the
collegial board of directors — RDC N° 166, 2017 e RDC N° 53, 2015. This research aimed
at developing and validating an analytical method as a suggestion of stability for
nordihydroguaiaretic acid raw material by high performance liquid chromatography. The
development was carried out based on initial tests, with optimizations of mobile phase,
column, concentration of solutions among others, until the methodology was shown to be
validated. Then, the degradation profile of the active was defined according to the forced
degradation study that tends to evaluate the analytical method applicability to separate
impurities produced after some stress conditions. The conditions were defined based on
national and international guides’ recommendations that meet chemical and physical
stresses demands. Chemical stresses consisted on exposing samples to the following
conditions: hydrolysis in a wide pH range, besides oxidation by metal ions and oxidizing
reagent. While, physical degradation conditions consisted on exposing samples to
heating, humidity and photodegradation. When the method development was concluded,
validation parameters were followed such as: selectivity, linearity, linear range, accuracy,
precision (intra- and inter-day) and robustness. The chromatographic system, defined
along the development, was in gradient mode using as mobile phase water and methanol
with 1.0 mL/min flow, and 3-pl volume injection, 150 mm x 4.6 mm x 5 ym XDB-C18-
Agilent Eclipse column, at room temperature and 283-nm detection. The proposed
method proved to be selective, since the products from degradation did not interfere on a
precise, exact, linear and robust NDGA detection as well as quantification, within the
working range. After the successful completion of all analyses concerning the analytical
methodology validation, it can be concluded that the proposed method is an indicative of
stability to dose NDGA raw matter.

Keywords: Larrea tridentata. Forced degradation study. High Performance Liquid
Chromatography.
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1. INTRODUGAO

A Larrea tridentata (DC) Coville € um arbusto presente em desertos e pastagens,
cujas caracteristicas fitoquimicas e farmacoldgicas ainda estdo sendo exploradas.
Porém, foi observado que seu composto fendlico bioativo acido nordihidroguaiarético
(NDGA) apresentou efeito terapéutico significativo.

Isolado pela primeira vez em 1945 por Waller e Gisvold, o NDGA desde entao
demonstrou apresentar propriedades antioxidantes com o interesse em desenvolver
novas pesquisas. Além disso, houve estudos clinicos que comprovaram seus efeitos
antineoplasicos e anti-inflamatério. Com base nos dados apresentados nos estudos
clinicos, outros pesquisadores demonstraram interesse em explorar e aprimorar este
metabdlito, com a finalidade de diminuir a toxicidade e potencializar seu efeito
terapéutico. Ao tentar o aprimoramento dos estudos, a molécula do NDGA passou a ser
direcionada para gerar novos derivados, como o0s metabdlitos secundarios
semissintéticos extraidos do NDGA a partir de sinteses organicas.

Para que um medicamento chegue ao paciente, é importante salientar que é
preciso apresentar dados comprobatorios de sua matéria-prima, ou seja, insumo
farmacéutico ativo (IFA). Com isso, realizam-se validagdes analiticas para comprovar a
segurangca e a eficacia deste IFA. Para garantir que o método seja indicativo de
estabilidade, as industrias farmacéuticas realizam os testes de estresses para auxilia-los,
nos quais séo obtidas informagdes sobre a degradagao gerada. As amostras referentes
ao estudo de degradacédo forgada (EDF) sdo submetidas a estresses acidos, basicos,
oxidativos, fotoliticos, térmicos e umidos. Estes requisitos sao estabelecidos por diretrizes
determinadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como a
Resolucgéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 166/ 2017 e a RDC n° 53/ 2015.

As metodologias analiticas com finalidades especificas de identificacédo e
quantificagdo podem ser desenvolvidas localmente ou adequadas de farmacopeias
nacionais e internacionais. Assim, o método passa a ser indicativo de estabilidade
quando contém o EDF. Devido a auséncia destes dados na literatura e a importancia de
conhecer seu IFA e seus produtos de degradacao para iniciar proje¢oes de formulagdes,

este projeto teve como finalidade desenvolver e validar um método analitico de
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doseamento do IFA de NDGA, subsequente do EDF para determinar se o método é

indicativo de estabilidade.
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OBJETIVOS

1.1.Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método de doseamento indicativo de estabilidade do IFA
do NDGA.

1.2.Objetivos Especificos

e Utilizar a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com detecgao por arranjo de diodos (DAD) para desenvolvimento e validagao
de uma metodologia indicativa de estabilidade para o NDGA.

e Expor o IFA a condigbes de estresses como hidrélise, fotdlise,
oxidacdo, calor e umidade para verificar a seletividade do método e a

capacidade de separagdes dos produtos de degradagao gerados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A histéria dos fitoterapicos

A utilizacao de fitoterapicos e derivados ocorre ha milénios, os quais atuam como
agentes terapéuticos (KINGHORN et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 2016). Os primeiros
relatos fitoterapicos ocorreram entre 2838 e 2698 a.C, pelo imperador chinés Shen Nung,
que relacionou o uso de plantas medicinais e venenos a influéncia taoista de Pan Ku, que
€ considerado o deus da criacédo (VALE, 2002).

Historicamente, a erva e seus derivados sao utilizados em tratamentos para
diversas doencgas, principalmente em praticas indigenas. Em varios paises, as ervas ja
sdo reconhecidas como drogas e prescritas em associagdo a tratamentos médicos
convencionais (LU et al., 2010).

A exploragao de novas plantas medicinais ainda € pequena, sendo estimadas de
250.000 a 500.000 espécies de plantas, porém, a percentagem exposta a triagem
farmacologica e biolégica é de 1 a 10% (GHOSH et al.,, 2011; HAMBURGER,;
HOSTETTMANN, 1991). Por um longo periodo, houve um desinteresse pelas plantas
medicinais, devido a dificuldade em se identificar a origem delas bem como obter um
controle de qualidade. Algumas causas sdo decorrentes da acessibilidade na coleta em
seu habitat natural, identificacdo e nomenclatura, além das alteragbes na taxonomia
vegetal que aumentam a dificuldade na identificagao botanica. Outro fator relacionado ao
desinteresse para estudar erva é o crescimento das industrias farmacéuticas e pelo
interesse para sinteses organicas para a producao dos farmacos (BUCAR; WUBE;
SCHMID, 2013; DAVID; DIAS; WOLFENDER, 2015; RATES, 2001; TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Logo, o desenvolvimento de moléculas, em meio a tantas descobertas na ciéncia,
faz com que o desenvolvimento socioecondmico se depare com fontes renovaveis, como
a potencialidade de plantas medicinais, para assim obter maior aplicabilidade nas
industrias farmacéuticas (SIMOES et al., 2017).

Paises menos desenvolvidos tecnologicamente que o Brasil apresentam maiores
numeros de pesquisas no mercado dos fitoterapicos, apesar de o Brasil ser o detentor de
um terco da flora mundial (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).
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Para um fitoterapico ser considerado eficaz, seguro e com alto padrdao de
qualidade, ele deve ser analisado por analises quantitativas e qualitativas em fases
preliminares do medicamento (BARA et al., 2006).

A garantia da qualidade ndo possui muitos critérios ainda que predispdem a
qualidade do produto ofertado ao consumidor (CRUZ; ALVIM, 2013).

2.2. Ainfluéncia das agéncias regulamentadoras na eficacia e seguranga dos
produtos fitoterapicos

A eficacia, a segurancga e a qualidade da medicina tradicional sdo comprometidas
pela falta de controle de qualidade e fiscalizagdo mais rigorosa nas agéncias nacionais
(EKOR, 2014).

Muitos fitoterapicos sdo comercializados sem possuir o certificado de qualidade e
a identificagdo da planta, tornando-se assim um problema publico voltado aos érgaos
regulamentadores. Em 2011, a Organizagao Mundial da Saude (OMS), em resposta as
intensificacbes dos casos, ressaltou a necessidade de apoiar pesquisas cientificas
voltadas a fitoterapicos, classificando-os como alimentos e/ou suplementos dietéticos.

O desenvolvimento de farmacopeias direcionadas ao uso medicinal em varios
paises documenta em compéndios oficiais a identificacdo e o controle de qualidade do
produto final (HEINRICH et al., 2018).

A legislacao no Brasil vem sofrendo alteragbes com o retorno de interesse nos
medicamentos fitoterapicos. Desde 2000, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) regulamenta e estabelece normas para garantir a eficacia e a seguranga, mas
ainda ha empecilhos para garantir os itens de qualidade de drogas vegetais, visando a
dificuldade da caracterizagado destes compostos e a elevada complexidade quimica. Além
disso, s&0 necessarios recursos apreciaveis para a realizagado das analises (NETTO et
al., 2006).

Apos a publicagdo da RDC n°. 17 de 2000, foram elaboradas as RDC n°. 134 de
2003 e a RDC n°. 48 de 2004, as quais tratam dos fitoterapicos ja pesquisados.

Em paises como a Alemanha, Dinamarca, Franga, Suécia e Suiga sao
estabelecidos regulamentos especificos para a normatizagdo de fitoterapicos. Nos

Estados Unidos, os fitoterapicos podem ser inseridos como suplemento alimentar e séo
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exigidos testes de qualidade basicos. As analises de qualidade e seguranca de todos os
produtos sédo exigidas em paises da Europa, e no Reino Unido e em Portugal, a
regulamentagao para farmacos fitoterapicos € a mesma para os convencionais (BUSSE,
2000).

2.3. Larrea tridentata

Larrea tridentata (DC) Coville, conhecida popularmente como Creosote Bush, &
um arbusto presente nos desertos, predominantes em terras de pastagens (VAN AUKEN,
2000; WHITFORD; NIELSON; SOYZA, 2001). Tradicionalmente conhecida como
chaparral ou graxa nos Estados Unidos, e como governadora ou hediondilla no México.
Sua abundancia ocorre em areas de desertos como México e Estados Unidos
(ARTEAGA; ANDRADE-CETTO; CARDENAS, 2005; LIA et al., 2001).

A familia Zygophyllaceae possui mais de trinta géneros e aproximadamente 250
espécies e, dentre suas propriedades medicinais, a mais preeminente é o seu efeito
antioxidante (SHEAHAN; CHASE, 1996; TIERRA, 2003).

Embora estivessem presentes em sua maior parte em desertos, seus maiores
contribuintes para o reconhecimento farmacoldgico e medicinal foram as tribos indigenas,
que preparavam chas, realizavam extragdes para varios tipos de disturbios como pedras
na vesicula biliar, cancer, doencgas venéreas, tuberculose, resfriados e reumatismo (LIA
et al., 2001).

Sabe-se que esta planta possui diversas propriedades medicinais e ao longo do
tempo as pesquisas se aprimoraram e impactaram na seguranga do seu uso. Os estudos
apresentados por alguns autores somente relatam as determinagbes de atividade
terapéutica em animais (LU et al., 2010).

A L. tridentata foi inserida inicialmente como suplemento dietético devido a sua
capacidade antioxidante quem posteriormente, o Food & Drug Administration (FDA)
relatou 18 casos de reagdes adversas, relacionados a hepatoxicidade entre 1992 — 1994
(WASHINGTON, 2005; SHEIKH; PHILEN; LOVE, 1997). A relagdo dose-resposta ainda
nao pode ser identificada devido a dificuldade de confirmar a formulagao ingerida, assim

como sua dose e, consequentemente, farmacocinética. A possivel caracterizacao
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inadequada deste extrato ndo permite determinar a relacdo de hepatoxicidade com a
dose individualizada (WASHINGTON, 2005).

Heron e Yarnell (2001) realizaram um estudo no Arizona com 36 individuos em um
acompanhamento durante 22 meses, contendo formulagdes individualizadas em baixas
doses. Ao final do estudo, nenhum paciente apresentou sinais de hepatoxicidade.

Em estudo realizado por Rios, Mangione e Gianello (2008), ficou evidenciada a
hipétese do NDGA ser o principal responsavel pela toxicidade da L. tridentata, pois 40%
de sua resina é composto de NDGA e 60% é composto de uma mistura complexa de
flavonas.

A fitoquimica deste género tem sido estudada, porém, a maioria da pratica quanto
ao uso medicinal da L. tridentata ndo dispde de fundamentacao de estudos clinicos, mas
pressupde dados baseados em analises terapéuticas e toxicas de seu principal
metabdlito, o NDGA (ARTEAGA; ANDRADE-CETTO; CARDENAS, 2005).

2.4. Acido nordihidroguaiarético e suas aplicagbées farmacolégicas

z

O NDGA foi originalmente isolado da L. tridentata por Waller e Gisvold (1945). E
um metabdlito fendlico antioxidante e anti-inflamatério encontrado nas resinas presentes
na superficie das folhas do arbusto, com a finalidade de protecdo anti-herbivoros,
agentes antimicrobianos, radiagédo UV e perda de agua. Possui amplo espectro biolégico
e corresponde ao maior percentual de fendis; encontram-se catecois em sua estrutura,
que abrangem os polifendis, por isso, ¢ atribuido ao NDGA a atividade antioxidante (LU
et al., 2010; SNYDER; CASTRO; DESFORGES, 1989).

Floriano-Sanchez et al. (2006) demostraram que os atomos de hidrogénio junto
aos grupos de hidroxila fendlica foram capazes de prevenir a nitragdo da tirosina
pulmonar in vivo, a partir de sua capacidade antioxidante que preveniu a formacgao
excessiva das espécies reativas do oxigénio (EROs).

As EROs tais como radicais superéxidos, hidroperoxila, hidroxila, alcoxila,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso tém uma relagdo causal com o estresse
oxidativo. Estudos tém demonstrado que um desequilibrio oxidante/antioxidante pode
causar danos as proteinas, aos acidos nucleicos e lipideos (ARRIGO, 1999; MAALOUF

et al., 2002; SIERENS et al.,, 2002), resultando em patologias tais como doencas
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cardiovasculares (GIORDANO, 2005), diabetes (ROLO; PALMEIRA, 2006), lesao
hepatica (JAESCHKE, 2011) e varios processos de carcinogénese (KLAUNIG;
KAMENDULIS, 2004). Segundo Ropke et al. (2002), algumas enzimas e compostos
secundarios de plantas superiores apresentaram efeitos protetores contra danos
oxidativos e inibem ou sequestram radicais livres.

Essa EROs sdo produzidas durante o metabolismo celular, cujas atividades
funcional sdo a sinalizagado da célula, apoptose, expressédo génica e transporte de ions.
Porém, quando é produzida uma quantidade de EROs em excesso, elas podem
ocasionar elétrons n&do pareados e danificar bases nucléicas, além de ocasionar um
estresse oxidativo que pode danificar o DNA e o RNA (LU et al., 2010).

O metabdlito em estudo também possui atividades anti-inflamatérias que se devem
a inibicdo do araquidonato 5-lipoxigenase impedindo a transformacdo do &cido
araquiddnico em leucotrieno, cujo resultado é a redugédo da inflamagao (WEST et al.,
2004).

A producéao de leucotrieno B4 também pode ser bloqueada pela agdo do NDGA
na via secretora e em efeitos na mitocondria inibem o NADPH oxidase e a proteina
quinase C (MILAGROS; VICTOR, 2007).

Contudo, o NDGA também pode bloquear o transporte de proteinas do reticulo
endoplasmatico (RE) para o complexo Golgi, além disso pode perturbar o endotélio e
gerar a reorganizacado do citoesqueleto (DRECKTRAH et al., 1998; HOLLAND et al.,
2001).

Alguns estudos relatam os efeitos antitumorais que o NDGA pode desempenhar
induzindo a apoptose em diversas linhas de células, como mieloma multiplo, carcinoma,
cancer de mama e ceélulas HL- 60 (NISHIMURA et al., 2002; PARK et al., 2004). Lambert
et al. (2001) determinaram a farmacocinética do NDGA por CLAE em ratos com potencial
de anticancer ao utilizarem metabdlitos do NDGA, capazes de inibir significativamente o
crescimento tumoral.

Outros estudos indicam que o NDGA bloqueia a apoptose pelo fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) através do terameprocol, derivado semissintético do NDGA (EADS
et al., 2009; MEYER; MCANDREW; DONOGHUE, 2009).

O desenvolvimento dos estudos envolve propriedades medicinais que exploram e

realizam estudos clinicos pertinentes aos avangos na medicina, utilizando drogas
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disponiveis a populagdo (SHEIKH; PHILEN; LOVE,1997). Ao longo do tempo, o NDGA
despertou interesse para os pesquisadores em estudos clinicos apds seus efeitos
antineoplasico, antiviral e anti-inflamatério ser desencadeado (LU et al., 2010).

Gezginci e Timmermann (2001) demonstraram a rota de sintese do NDGA,

importante para a sintese organica deste composto.

2.4.1. Caracteristicas estruturais e quimicas

O NDGA é uma lignana natural, classificada como dibenzilbutano que possui como
caracteristicas a ligagéo das posi¢des 8 — 8’, quimicamente composta por polifendis que
apresentam duas unidades de catecodis ligados por carbono alifatico (CUI et al., 2020;
PARACATU et al., 2015)

A Figura 1 demonstra a estrutura quimica do NDGA formada por seus quatro

grupos de hidroxilas fendlicas.

HO

3

Figura 1 Estrutura quimica do NDGA.
Fonte: Adaptado de LU et al. 2010.

O NDGA possui o log P de 4,48 e a alta hidrofobicidade esta ligada a sua
apolaridade. A maioria dos medicamentos com ag¢ao farmacolégica nas membranas
biolégicas e nas proteinas associadas a ela possui alta hidrofobicidade. Logo, tais
moléculas tendem a ser fracamente acidas (FARIA et al. 2012; PARACATU et al. 2015;
UNITED STATES, 2016).

A potencial bioatividade desta droga tem aumentado o interesse de pesquisas
associadas a seus metabdlitos, com a finalidade de aumentar a gama terapéutica ou
ainda obter melhor eficacia. As principais modificagdes estruturais ocorrem na parte
central da molécula para que nao ocorra alteracédo na bioatividade dos estereocisoméros
(WUKIRSARI et al., 2014).
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2.5. Anadlise de farmacos por CLAE

A cromatografia liquida € um dos métodos de separagdes mais utilizados em
industrias farmacéuticas com a finalidade de quantificar e identificar farmacos e seus
produtos de degradacdo. E considerada uma das técnicas mais adequadas e sensiveis
para a finalidade a que se propde (SKOOG et al., 2014).

A interacao de seu soluto com a fase estacionaria define o tipo de fase moével a
ser utilizada, normalmente sdo as de fase normal e fase reversa. A condicdo do
cromatografo é definida a partir das propriedades da molécula de interesse. As de fase
reversa sao realizadas com solventes polares e estruturas quimicas menos polares, ja as
de fase normal é contrario as de fase reversa (LANCAS, 2009).

Esta técnica tem como vantagem o menor tempo de analise, alta resolugédo, a
capacidade de resultados quantitativos com boa sensibilidade e versatilidade. As
desvantagens sédo decorrentes do elevado custo de operagao, instrumentacado e a
necessidade de experiéncia em seu manuseio (LANCAS, 2009; COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).

Sua instrumentagdo, conforme mostrado na Figura 2, € composta de: a)
Reservatério — local de armazenamento da fase movel utilizada na analise; b) Sistema
de bombeamento — tem como finalidade bombear a fase movel até a fase estacionaria
em fluxo constante; c) Injetor - realiza a injegcdo na amostra com uma valvula de
amostragem substituivel em varios tamanhos de volume fixo; d) Coluna cromatografica -
local onde fica armazenada a fase estacionaria. A fase estacionaria é determinada pela
polaridade de seu soluto; e) Detector — Emite um sinal elétrico proporcional a propriedade

da fase mével e/ou soluto com a capacidade de absorver (UV).
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Figura 2 Instrumentagcéo CLAE.
Fonte: COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006.

2.5.1. Parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos avaliam o desempenho e otimizam o processo de
separagao, e sao aplicados para estimar a adequagéao do sistema (Figura 3).
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to = tempo de retengéo da substancia ndo retida.
t; = tempo de retencdo do primeiro pico.

t, = tempo de retencao do segundo pico.

w4 = largura do primeiro pico na base.
wz = largura do segundo pico na base.

Figura 3 Parametros a serem considerados na adequacéao do sistema.
Fonte: COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006.

Tempo de Retencéo (tr) — € o tempo que uma substancia decorre do momento em
que foi introduzida até a reposta maxima do pico.
A eficiéncia (N) é denominada de pratos tedricos. Quanto maior o numero de

pratos tedricos, melhor sera a separacao. A Equacgdo 1 demonstra como é realizado o
calculo de pratos tedricos.

N =16 (;—’Z)Z = 5,545 (t—R)2 (Eq. 1)
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em que tg € o tempo de retencéo do pico de interesse;
W}, € a largura da base do pico e
wp, € a largura a meia altura do pico.

A eficiéncia entre colunas diferentes é dada pela razdo, conforme Equacao 2.

L
H=x< (Eq. 2)

em que H é a altura de um prato, L € comprimento da coluna e N € o numero de pratos
teoricos.

Resolugcédo (Rs) € o parametro que mede a separagdo de dois componentes,
calculado pelos pontos maximos dos picos e da largura da meio altura ou das médias de

suas bases, como demonstrado na Equacao 3 e na Figura 4.

R, = 2(tpy —tr1) _ 1,177(tgz — tre) (Eq. 3)

(Wpz + wp1) (Wh2 + wpq)

em que tgp; € o tempo de retengdo relacionado ao primeiro pico;
tr, € 0 tempo de retencao relacionado ao segundo pico;

wp; € a largura da base do pico 1;

w,, € a largura da base do pico 2;

wy, € a largura a meia altura do pico 1 e

wy, € a largura a meia altura do pico 2.

[

ta

LA

Figura 4 Medidas ao calculo da resolugao.
Fonte: COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006.

O fator de retengéo (k) € a razdo do tempo que o analito fica retido na fase

estacionaria e na fase movel, conforme Equacéo 4.
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=15 - Groto) _ i (Eq. 4)

ny to to

Em que ng é a razdo da quantidade da molécula que fica retida na fase estacionaria ou
na fase movel n,; txé o tempo de retengcdo do analito; t, € o tempo de retengdo da
substancia ndo retida e, t; € o tempo ajustado de retencao.

O fator de separagao (a) compara o tempo de retengdao de um composto frente ao
segundo composto. Desta forma, € calculado o grau de separagéo de uma substancia

frente a outra, conforme apresentado na Equacéo 5.

q= & (Eq. 5)

onde ty; € o tempo ajustado de retencdo do pico 1 e tg, € o tempo ajustado de retencao
do pico 2.
O fator de cauda (Fc) € uma medida de simetria do pico. Assim, o calculo do fator

de cauda é realizado como apresentado na Equacéo 6 e na Figura 5.

Fc= %% (Eq. 6)

A e B sdo as medidas das metades do pico a 10% de altura a partir da linha de base.
Figura 5 Medidas associadas ao calculo de fator de cauda.
Fonte: COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006.

A adequacéo do sistema garante a qualidade da analise antes, durante e depois.

O fator de simetria (T) € determinado a partir da Equacgéao 7.

T = Woos/2f (Eq.7)
em que Wo,05 € a largura do pico a 5% da altura e f é a distancia do maximo do pico até

o inicio do pico.
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2.6. Desenvolvimento e validagao de metodologia analitica

O desenvolvimento de um método analitico € um estudo entre todas as variaveis
contidas para a elaboracdo de um método analitico, a qual contém testes preliminares
sobre a possibilidade do mesmo ser validado. Para isso existem o6rgéos
regulamentadores como FDA e ANVISA e o guia International Conference on
Harmonization (ICH) para a obtengao da harmonizag¢ao nos requisitos técnicos.

A ANVISA atribui alguns pré-requisitos com a finalidade de normatizar e
regulamentar os critérios de aceitacdo no ministério da saude, para o registro do
medicamento. Assim, varias legislagdes foram emitidas e revogadas com a finalidade de
aprimorar as anteriores (BRASIL, 2017).

Atualmente, as diretrizes contidas na Resolugdo RDC n°. 166, 24 de julho de 2017
exigem a apresentacao dos parametros de linearidade, seletividade, precisao, exatidao,
robustez, recuperagdo e limites de detecgcdo e quantificacdo adequados ao meétodo.
Ainda, a validacdo de um método analitico tende a garantir o processo do estudo
laboratorial, assegurar a conformidade com as exigéncias legais e que o método atenda
ao objetivo pelo qual foi proposto (SKOOG et al., 2014).

Os parametros exigidos variam com a finalidade do teste, como classificado na
Tabela 1.

Tabela 1 Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade.
Categorias Finalidades

| Testes quantitativos para determinar o principio ativo em produtos farmacéuticos
ou matérias-primas.

Testes quantitativos ou ensaio limite para determinagdo de impureza e produtos

de degradacao em produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

1] Testes de performance (dissolugao, liberagdo do ativo).

v Testes de identificagao.
Fonte: BRASIL, 2017.

A Tabela 2 apresenta os ensaios exigidos pela ANVISA de acordo com as

categorias citadas acima.
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Tabela 2 Parametros a serem considerados na validagao analitica

Categoriale Categorialll
Parametros Avaliados Categoria IV
i Quantitativo Ensaio Limite
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Linearidade Sim Sim Nao Nao
Intervalo Sim Sim Nao Nao
Repetibilidade Sim Sim Nao Nao
Precisao

Intermediaria > ** Nao Nao
Limite de deteccao Néao * Sim Néo
Limite de quantificagéo * Sim Nao Néo
Exatidao Sim Sim Nao Nao

*Pode ser necessario dependendo da natureza do teste;
**Quando comprovada a reprodutibilidade, ndo é necessario comprovar a precisédo intermediaria.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017.

O objetivo da validagao do método analitico € comprovar que: o0 método é capaz
de separar, identificar e quantificar o ativo na presenga de suas potenciais impurezas e
produtos de degradacao (seletividade); de que o método € linear, preciso, exato e robusto
para pequenas e deliberadas alteracbes (robustez) que podem ocorrer na
reprodutibilidade do método, conforme exigido na RDC n°® 166/ 2017.

Portanto, a validacdo determinara a confiabilidade e a consisténcia dos dados
analiticos, sendo claramente definido também pela diretriz do ICH-Q2 (R1) / 2005.

Os padrdes a serem utilizados devem ser substancias quimicas de referéncias
(SQR) oficializadas por compéndios oficiais ou farmacopeias. Na auséncia desta
substancia, é permitido utilizar padrées de trabalho como as substancias quimicas de
referéncias caracterizadas (SQC), desde que seja comprovada sua certificacdo (BRASIL,
2017; BRETNALL; CLARKE, 2011; KHAN et al., 2012; SHABIR, 2003; SHAH et al., 2011).

2.6.1. Métodos indicativos de estabilidade

O Guia n° 04/2015 define que método indicativo de estabilidade é capaz de
mensurar que a metodologia analitica validada quantifique com exatiddo as alteracdes
em suas propriedades fisicas, quimicas ou microbiolégicas ao longo do tempo, sem haver
interferentes, e garanta seguranca, eficacia e qualidade do produto.

Desta forma, a ANVISA também estabelece que métodos indicativos de

estabilidade dependem da finalidade pelo qual ele é proposto, ou seja, as metodologias
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para doseamento sao capazes de somente avaliar quantitativamente seu ativo, assim
também sdo necessarias metodologias para produtos de degradagdo somente para
avaliar os produtos de degradacdo relevantes, ou ainda podem existir casos de a
metodologia ser indicativa para ambos os aspectos (BRASIL, 2015).

A preocupagido crescente voltada aos estudos de estabilidade e em suas
metodologias analiticas obteve aumento nas exigéncias da ANVISA para a concessao

do registro dos medicamentos pelos 6rgaos regulamentadores.

2.6.2. Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade de um IFA ou de um farmaco visa verificar alteracées
provenientes sob a a¢ao de alguns fatores como tempo, temperatura, umidade, oxidagao,
pH, tamanho da particula, fotdlise, e suas interagcdes entre farmaco e excipientes, para
manter as especificagdes estabelecidas, assegurar a qualidade do produto e seu
desempenho por um periodo definido (BRASIL, 2019).

Os ensaios de estabilidade, que devem ser realizados pela industria farmacéutica,
sao definidos pela zona climatica em que o pais se encontra. O Brasil é considerado zona
climatica IV (30 °C £ 5 °C/75% + 5% UR), em que sao empregados trés tipos de estudos
de estabilidade:

|. Estudo de estabilidade acelerada, que tem como fundamento estipular uma
validade proviséria que somente sera comprovada com a estabilidade de longa
duracéo;

[Il.  Estudo de estabilidade de longa duragéo, que avalia as caracteristicas para um
reteste ou verifica prazo de validade esperado, sendo indicativo para condi¢des
de armazenamento;

[ll.  Estudo de estabilidade de acompanhamento, que séo testes realizados para
confirmar os resultados obtidos no estudo de estabilidade de longa duragéo
(BRASIL, 2019).

Atualmente, esta em vigéncia a RDC n° 318/ 2019 que estabelece os critérios para
o estudo de estabilidade de IFA’s e farmacos incluindo a regulamentagéo para o estudo
de EDF.
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2.6.3. Perfil de degradagao

O Guia n°® 04/2015 define perfil de degradagédo como um conjunto de produtos de
degradacao relevantes em IFA ou no medicamento quando exposto a uma determinada
condicéo.

O estudo do perfil de degradagao € um conjunto de informagdes tedricas geradas
a partir de pesquisa e do estudo pratico gerado por analises.

Conforme apresentado na Figura 6, o perfil “potencial” de degradagao por EDF e
o perfil ‘real’ de degradacéo que s&o os resultados obtidos no estudo de estabilidade de
longa duragao. Vale ressaltar que o perfil ‘real’ de degradagao deve estar contido no perfil
‘potencial’ (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011; BRASIL, 2015).

Perfil de degradagao

“potencial”
(degradagdo
forgada)

Perfil de degradacdo
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradagédo
“real” (estabilidade
de longa duragao)

—_—

Figura 6 Relagao entre o perfil "potencial” e o perfil "real" de degradagao.
Fonte: BRASIL, 2015.

2.6.4. Seletividade

A seletividade é a capacidade de avaliar o analito de interesse sem que tenha
qualquer tipo de interferente tais como impurezas, produtos de degradacéo, diluentes ou
componentes da matriz (BRASIL, 2017).

A forma de confirmar se o0 método ¢é seletivo é pela avaliagdo da homogeneidade
espectral do pico do ativo em espectrofotbmetros, pela comparacdo entre espectros
(BRASIL, 2015).
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2.6.4.1. Estudo de degradagao forgada (EDF)

O EDF é testado em condi¢des superiores aos da estabilidade acelerada, ou seja,
sdo realizadas degradagdes quimicas e/ou fisicas a fim de avaliar a estocagem
superabundante (ICH, 2003). Assim, a finalidade deste estudo € demonstrar a tendéncia
intrinseca do método ser indicativo de estabilidade, item explorado pelas industrias
farmacéuticas (SINHA et al., 2007).

O EDF assim como a seletividade visam diferenciar o principio ativo de suas
impurezas e produtos de degradag¢do. No entanto, o EDF tende a fornecer informacgdes
evidentes dos mecanismos de degradagdo que podem ser gerados no periodo de
estocagem, e assim obter um valor significante em termos de tempo e custos (ALSANTE
et al., 2011; RAMAN et al., 2009).

A escolha dos agentes degradantes e as condi¢des do estudo dependem da
natureza quimica da substancia, formulagdo, embalagem, entre outros (BRASIL, 2015;
ICH, 2003). De acordo com o ICH (2003), a degradag¢ao pode ocorrer ao longo do tempo
ou ser ocasionada por condigdes externas tais como em presencga de luz, temperatura e
umidade.

Hidrolise e oxidacdo sdo as reagdes mais observadas, as quais ocorrem na
presenca de umidade e oxigénio. A degradagao fotoquimica pode ser gerada pela
incompatibilidade do ativo com seus excipientes ou por incompatibilidade da embalagem
primaria (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

As condi¢bes experimentais sdo determinadas pelos pesquisadores responsaveis
pelo projeto e baseadas no estudo do produto. Isto ocorre devido a falta de padronizagao
nas condi¢cdes experimentais. No entanto, alguns autores recomendam alguns critérios,

tais como os apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 Recomendacgdes das condigdes experimentais no estudo de degradagéao forgada.

Estresse acido HCI
Estresse basico NaOH ou KOH
Estresse oxidativo 0,3 - 3% H202
ions metalicos Fe*2+3 ou Cu*2+3
Temperatura 60 °C
Umidade 75% UR
Fotdlise 1,2 milhdes lux/horas

Fonte: BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011.

O estudo de degradagao tem como critério a queda do teor do ativo entre 10 e
30%; e, caso a degradacgao seja inferior a 10%, devem-se aumentar as condi¢des de
estresse. Apds 10 dias, se a degradacao for inferior a 10%, o mesmo é considerado
estavel (BRASIL, 2015).

De acordo com o limite de dose maxima diaria do medicamento, a RDC n° 53/
2015 preconiza limites permitidos a cada produto de degradagéo, classificados em limite
de notificagcao, identificagcao e qualificacdo. Para tanto, a Tabela 4 apresenta os limites

determinados para cada classificacao.



Tabela 4 Limites para Notificagéo, Identificagdo e Qualificagdo dos produtos de degradagéo.
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Dose Maxima Diaria’ Limites?
<1g 0,10%
Limites de Notificagao
>1g 0,05%
<1mg 1,0% ou 5 uyg ATD, o que for menor
—_ 0,
Limites de 1 mg-10mg 0,5% ou 20 yg ATD, o que for menor
Identificagao >10mg-2g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>2g 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50 ug ATD, o que for menor
—_ 0,
Limites de 10mg-2g 0,5% ou 200 ug ATD, o que for menor
Qualificagdo >100mg-2g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>2g 0,15%

' Quantidade méaxima do IFA administrado por dia.

2 Limites dos produtos de degradagéo sdo expressos como a porcentagem do IFA ou como administracéo total diaria
(ATD) de um produto de degradagao.
Fonte: BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011.

O limite de notificagado é reportado as agéncias reguladoras quando o produto de
degradacéao gerado apresentar limite acima do estipulado. Para o limite de identificagao,
€ necessaria a identificacdo quimica da substancia, enquanto o limite de qualificacao
caracteriza a substancia com potencial toxicidade e requer um perfil de segurancga
estabelecido (BRASIL, 2015).

2.6.5. Linearidade

A linearidade de um método mede a capacidade para que se obtenham resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de um intervalo especifico
(ANVISA, 2017). Os resultados obtidos na linearidade devem ser apresentados em

graficos de calibragdo, seguido de tratamento estatistico (CASS; DEGANI, 2001).
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Os coeficientes de correlagdo (R), de determinagao (R?), linear, angular e o desvio
padrao relativo (DPR) estdo entre os dados estatisticos a serem aplicados. A equagao
da reta devera ser estimada pelo método dos minimos quadrados (BRASIL, 2017).

A linearidade é comprovada a partir da média de trés curvas padrdo, com no
minimo cinco concentragdes. As concentragcdes deverao contemplar uma variagdo em
um intervalo especifico compreendido entre 80 e 120% da concentragédo tedrica da
solugao teste (BRASIL, 2017).

2.6.6. Intervalo Linear

O intervalo linear compreende a faixa de trabalho estabelecida pela linearidade,
precisao e exatidao. A determinacao deste intervalo € definida através da finalidade pelo
qual a metodologia foi proposta, conforme Tabela 5 (BRASIL, 2017).

Tabela 5 Faixa de trabalho de acordo com a finalidade do método.
Faixa de trabalho

Aplicagao
Minimo (%) Maximo (%)
Doseamento 80 120
Uniformidade de contetdo 70 130
Dissolugéo -201 +201
Determinagao de impurezas LQ 120
Determinacao de teor e impurezas LQ 120

1 sobre o valor especificado para o intervalo.

Fonte: BRASIL, 2017.

2.6.7. Precisao

A preciséo representa a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla da mesma amostra (ICH, 2005). A precisao é
dividida em trés categorias: repetibilidade, precisdo intermediaria e a reprodutibilidade
(ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Os resultados da precisdao sdo expressos pelo calculo do DPR, conforme a
Equacéo 8 (BRASIL, 2017):

_br
DPR = —=x 100 (Eq. 8)
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em que, DP é o desvio padrao e CMD é a concentragdo média determinada.

O valor de aceitagao do DPR sera adotado seguindo os critérios da tabela da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), no qual se determina que matriz a
100% deve adotar como especificacdo DPR a 1,3% (AOAC, 2016).

2.6.8. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao seu verdadeiro valor (BRASIL, 2017). Esse deve ser
determinado apos estabelecer o intervalo da linearidade, contemplando o intervalo linear,
ou seja, trés concentragdes baixa, média e alta, com trés réplicas cada, e em preparos
independentes (BRASIL, 2017; SHABIR, 2003).

Os resultados sao expressos pela relagao entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentragcdo tedrica correspondente, conforme Equagdo 9
(BRASIL, 2017):

concentracdo média experimental

Exatidao = x 100 (Eq. 9)

concentracgio tedrica

2.6.9. Robustez

A robustez de um método analitico é a capacidade dos resultados permanecerem
inalterados a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos, indicando
susceptibilidade a estas variagdes (BRASIL, 2017).

A RDC n° 166/2017 estabelece alguns fatores que devem ser considerados na

robustez, conforme descrito na Tabela 6.



Tabela 6 Condigbes que devem ser consideradas na robustez.
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Preparo de amostras

Estabilidade das solugbes

Tempo de extragao

Filtro

Espectrofotometria

Variag&o do pH da solucéo

Comprimento de onda

Temperatura

Diferentes fabricantes de solvente

Cromatografia Liquida

Variagéao do pH da fase movel

Variagdo na composigao da fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes da coluna

Temperatura

Fluxo de fase mével

Cromatografia Gasosa

Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

Velocidade do gas de arraste

Fonte: BRASIL, 2017.
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RESUMO

O acido nordihidroguaiarético ¢ um dos principais metabdlitos gerados pela planta Larrea
tridentata, a qual estudos clinicos comprovam sua seguranca e eficacia em efeitos terapéuticos,
como anti-inflamatério e antineoplasico. Vale ressaltar que um elevado potencial antioxidante ¢
atribuido a esta molécula devido a sua estrutura quimica ser composta por grupamentos catecois.
Atualmente, 6rgaos de regulamentacao tais como ANVISA e FDA delimitam diretrizes para os
processos de registro e pds-registro de medicamentos. Dentro desta esfera, metodologias analiticas
sdo exigidas para o cumprimento de normas, tais como as resolucdes da diretoria colegiada — RDC
n°® 166, 2017 e RDC n° 53, 2015. Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um método analitico indicativo de estabilidade para a matéria-prima do acido nordihidroguaiarético
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O desenvolvimento foi realizado a partir de testes
iniciais, que envolveram otimizagdes da fase movel, coluna, concentracdo das solucdes entre
outros, até a metodologia estar apta para ser validada. Em seguida, foi definido o perfil de
degrada¢do do ativo com o estudo de degradacdo forcada que tende a avaliar a aplicabilidade do
método analitico na separagdo das impurezas geradas apos condi¢cdes de estresse. As condigdes
foram definidas a partir de recomendacdes contidas em guias nacionais € internacionais que
comtemplam estresses quimicos e fisicos. Os estresses quimicos consistiram da exposi¢dao das
amostras a condigdes de: hidrélise em ampla faixa de pH, além da oxidacao por ions metalicos e
reagente oxidante. Ja as condi¢des de degradagdo fisica consistiram da exposi¢do das amostras para
aquecimento, umidade e fotodegradagdo. Apos concluir o desenvolvimento do método, seguiu-se
com os parametros da validagdo: seletividade, linearidade, intervalo linear, precisdo, exatidao e
robustez. O sistema cromatografico definido no desenvolvimento foi em modo gradiente
utilizando-se como fase moével dgua e metanol com fluxo de 1,0 mL/min, em um volume de inje¢ao
de 3 uL, coluna Agilent Eclipse XDB-C18 150 mm x 4,6 mm x 5 um em temperatura ambiente e
a detecgdo foi realizada em 283 nm. O método proposto demonstrou ser seletivo, pois os produtos
de degradacdes gerados ndo interferiram na detec¢do nem na quantificacdo do NDGA, preciso,
linear e robusto dentro da faixa de trabalho. Apds realizar com éxito todas as analises pertinentes
a validacdo da metodologia analitica, conclui-se que o método proposto ¢ adequado para dosar o
acido nordihidroguaiarético, matéria-prima.

Palavras-chave: Larrea tridentata. Estudo de degradacao forcada. Cromatografia liquida de Alta
Eficiéncia.
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ABSTRACT

Nordihydroguaiaretic acid is one of the main metabolites produced by Larrea tridentata plant, to
which clinical studies have testified its safety and efficacy in therapeutic effects, such as anti-
inflammatory and antineoplastic ones. It is important to highlight High antioxidant potential is
attached to this molecule, because its chemical structure is composed of catechol sheets. Currently,
regulatory agencies such as ANVISA and FDA, have determined guidelines to register processes
and post-registration of drug therapies. According to such area, analytical methodologies are
required to fulfill with norms, such as the resolutions of the collegial board of directors — RDC N°
166,2017 e RDC N° 53,2015. Thus, this research aimed at developing and validating an analytical
method as a suggestion of stability for nordihydroguaiaretic acid raw material by high performance
liquid chromatography. The development was carried out based on initial tests, with optimizations
of mobile phase, column, concentration of solutions among others, until the methodology was
shown to be validated. Then, the degradation profile of the active was defined according to the
forced degradation study that tends to evaluate the analytical method applicability to separate
impurities produced after some stress conditions. The conditions were defined based on national
and international guides’ recommendations that meet chemical and physical stresses demands.
Chemical stresses consisted on exposing samples to the following conditions: hydrolysis in a wide
pH range, as well as oxidation by metal ions and oxidizing reagent. While, physical degradation
conditions consisted on exposing samples to heating, humidity and photodegradation. When the
method development was concluded, validation parameters were followed such as: selectivity,
linearity, linear range, accuracy, precision (intra- and inter-day) and robustness. The
chromatographic system, defined along the development, was in gradient mode using as mobile
phase water and methanol with 1.0 mL/min flow, and 3-pul volume injection, 150 mm x 4.6 mm x
5 um XDB-C18-Agilent Eclipse column, at room temperature and 283-nm detection. The proposed
method proved to be selective, since the products from degradation did not interfere on a precise,
exact, linear and robust NDGA detection as well as quantification, within the working range. After
the successful completion of all analyses concerning the analytical methodology validation, it can
be concluded that the proposed method is an indicative of stability to dose NDGA raw material.
After the successful completion of all analyses concerning the analytical methodology validation,
it can be concluded that the proposed method is available to dose nordihydroguaiaretic acid raw
matter.

Keywords: Larrea tridentata. Forced degradation study. High Performance Liquid
Chromatography.
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1. Introducio

O 4acido nordihidroguaiarético (NDGA), originalmente isolado da Larrea tridentata (DC.)
Coville por Waller e Gisvold (1945), ¢ considerado um metabdlito antioxidante fendlico e anti-
inflamatdrio encontrado nas resinas presentes na superficie das folhas do arbusto. O objetivo
daquele ¢ a protecdo contra herbivoros, agente antimicrobiano, radiagdo UV e perda de dgua (LU
et al.,2010; SNYPER, CASTRO, DESFORGES, 1989).

O desenvolvimento de novas drogas envolve propriedades medicinais que exploram e
realizam estudos clinicos pertinentes aos avangos da medicina (SHEIKH, PHILEN, LOVE, 1997).
Ao longo do tempo, o NDGA despertou o interesse de pesquisadores em estudos clinicos apds o
efeito antineoplasico, antiviral e anti-inflamatorio ser elucidado (LU et al., 2010).

As atividades anti-inflamatdrias do metabolito se devem a inibicdo do araquidonato 5-
lipoxigenase, que impede a transformagdo do acido araquidonico em leucotrieno bem como
diminui a inflamagdo (WEST et al., 2004). O NDGA ¢ uma lignana natural que possui como
caracteristica a ligagdo das posi¢des 8 — 8’, quimicamente composta por polifenois, apresentando
duas metades de catecdis ligados por carbono alifatico (PARACATU et al., 2015).

A Figura 1 demonstra a estrutura quimica do NDGA formada por seus quatro grupos de

hidroxilas fendlicas.

Figura 1 — Estrutura quimica do NDGA.

Fonte: Adaptado de LU et al., 2010.

E importante salientar que, para que um medicamento chegue ao paciente, ¢ preciso
apresentar dados comprobatdrios de sua matéria-prima, ou seja, insumo farmaceéutico ativo (IFA).
Com isso, realizam-se validagdes analiticas para comprovar a seguranca e a eficacia deste IFA.

Industrias farmaceéuticas realizam experimentos de degradacao forcada com o objetivo de
avaliar a seletividade de um método analitico, cujas amostras de IFA sdo submetidas a condigdes

de hidrolise em ampla faixa de pH, oxidag¢@o em reagente oxidante e ions metalicos, aquecimento
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a seco, umidade e fotodegradagdo. Nesta etapa, a capacidade do método para separar e identificar
os produtos de degradagdo ¢ colocada a prova. Sdo diversos os cenarios nos quais o IFA pode ser
exposto, sdo eles: transporte, armazenamento ¢ manipulagdo durante a fabricagao do medicamento.
Caso o método analitico seja capaz de separar os produtos de degradacao, formados no estudo de
degrada¢do forcada (EDF), em que seja elucidado o perfil de degradacao forcada, define-se que
este método analitico possui carater indicativo de estabilidade. Desta maneira, ele pode ser
utilizado para o acompanhamento de estudos de estabilidade de medicamentos e IFA, a qual tem
como fung¢do a determinagao do prazo de validade (ALSANTE et al., 2011; RAMAN et al., 2009).
Os requisitos sdo estabelecidos por diretrizes determinadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), tais como a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 166/ 2017 e a RDC
n°® 53/ 2015 (BRASIL, 2017; BRASIL, 2015).

Devido a auséncia de dados na literatura em relacao ao perfil de degradagao for¢ada do IFA
NDGA, além da inexisténcia de um método analitico seletivo para sua quantificacdo, este trabalho
teve como finalidade desenvolver e validar um método analitico de doseamento indicativo de

estabilidade do NDGA, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

2.1.1. Produtos quimicos e reagentes

O NDGA foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). Foram adquiridos acetonitrila (ACN) e
metanol (JT Baker) grau CLAE, &cido cloridrico (Neon, Brasil), sulfato de cobre (II), acido
etilenodiamina tetraacético (EDTA), peroxido de hidrogénio, cloreto de ferro (III), hidroxido de

sodio (Synth, Brasil), grau analitico e a dgua ultrapura (Millipore).

2.1.2. Instrumentacdo

O sistema CLAE consiste do modelo Alliance Waters 2695 (Milford, MA, EUA) acoplado
a um detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters 2998). Tal sistema possui uma bomba
quaternaria, um amostrador automatico, um desgaseificador e um compartimento de coluna com
controle de temperatura. A aquisi¢do, a analise e a geracdo de dados foram realizadas no software

Empower 2 (Milford, MA, EUA). A anélise foi realizada usando uma coluna C18 de fase reversa
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(Eclipse XDB, Agilent) com tamanho de particula de 5 um, didmetro interno de 4,6 mm e

comprimento de 150 mm.

2.2. Método

2.2.1. Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade por CLAE

Foram avaliados tipos de colunas cromatograficas diferentes, composi¢des, proporgdes e
fluxo da fase movel, volume de injecdo da amostra e ajuste dos parametros relacionados a

adequacao do sistema para a separacdao dos produtos de degradacdo formados e o analito NDGA

(Tabela 1).

Tabela 1 — Condigoes testadas no desenvolvimento do método

Testes N°. Composigdo de fase movel Especificagdo da coluna Fluxo (mL/min)
1 Metanol: Agua (75:25, V/V) ~ Waters Xbridge C18 250 x 4.6 mm x 5 pm 1,0
, Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x
2 Metanol: Agua (75:25, V/V) 1,0
5 pm
; Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x
3 ACN: Agua (75:25, V/V) 1,0
5 pm
, Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x
4 ACN: Agua (50:50, V/V) 1,0
5 pum
i Phenomenex Luna C18 250 x 4.6 mm x 5
5 ACN: Agua (50:50, V/V) 1,0
pm
6 Metanol: Agua (95:5, V/V / Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x 10
5:95, V/V) 5 um ’
; Metanol: Agua (95:5, V/V / Agilent Eclipse XDB C18 150 x 4.6 mm x 10
5:95, V/V) 5um ’

O desenvolvimento para a determinagao da degradagdo forgada foi realizado com estresse
acido, alcalino, oxidativo, ion metalico, fotolitico, térmico e de umidade (BRASIL, 2015). Além
disso, a pureza do pico do NDGA foi avaliada a partir dos sinais espectrais obtidos pelo detector

de fotodiodos.
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2.2.2. Validacdo do método analitico

Os parametros utilizados para a validacao seguiram as recomendacdes das diretrizes do guia
International Conference on Harmonization ICH (2005), Resolugdo da diretoria colegiada (RDC)
n°® 53 (2015) e RDC n°® 166 (2017). A validagao do método seguiu os parametros de seletividade,

estudo de degradagdo forgada, linearidade, faixa linear, exatidao, precisdo e robustez.

2.2.2.1.  Preparo de solugoes
2.2.2.1.1 Diluente

Foi preparada uma mistura homogénea de metanol e 4gua (1: 1) V/V.
2.2.2.1.2. Solugao Estoque Amostra

A solugio-estoque de NDGA 60 pg L! foi preparada ao serem dissolvidos 3 mg de amostra
de NDGA em 50 mL de diluente.

2.2.2.1.3. Preparo de amostras em estresse/ degradagao

Uma solugdo-estoque de NDGA foi diluida até 48 ug L™ para amostra-controle.

A degradagdo acida foi realizada utilizando-se uma solucao-estoque de NDGA, diluida até
48 ng L', além disso, foi adicionado 0,5 mL de 4cido cloridrico (HC1) 0,1 mol L. A solugio foi
submetida a 90 minutos de estresse e subsequentemente neutralizada com NaOH 0,1 mol L. Da
mesma forma, a hidrolise alcalina da solucdo de NDGA foi realizada com a adi¢do de 0,5 mL de
NaOH 0,02 mol L seguido de neutralizacdo com HCI1 0,02 mol L*!. Os volumes de ambas as
solugdes resultantes foram ajustados para 5 mL utilizando o diluente.

A degradacdo oxidativa foi realizada utilizando H>0O2 (0,01% V/V) e o volume foi ajustado
imediatamente para 5 mL utilizando o diluente. A solu¢do de NDGA utilizando 0,5 mL de CuSOg4
100 mmol L™! foi preparada por 24 horas para a degradacio por ions metalicos. Apds o periodo de
estresse foi adicionado 0,5 mL de EDTA e o volume foi ajustado para 5 mL utilizando diluente.

Os efeitos da temperatura, da umidade e a foto no NDGA foram estudados a partir da
exposicao da substancia em estado s6lido em 60 + 5 °C e 75 + 5% de umidade relativa por 10 dias,
luz UV de 200 W h/m?e 1,2 milhdes de horas luz em cdmara de fotoestabilidade, respectivamente.
Apos o periodo de degradagdo, as amostras foram preparadas para uma concentragao de 48 pg L

! respectivamente.
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2.2.2.2.  Seletividade

A avaliacdao da seletividade foi obtida a partir dos resultados do estudo de degradacao
forcada e avaliados com base no perfil de degradagdo e da andlise de homogeneidade espectral.
Além disso, também foi analisada a ‘solucdo-branco’ de cada agente estressante contendo o

diluente e o estressante.

2.2.2.3.  Linearidade, faixa linear e exatiddo

Para a avaliacdo da linearidade, foram analisadas réplicas (n=3) de cinco concentragdes na
faixa entre 80 a 120% da concentragao teorica da solu¢do amostra e que abrangeram, desta forma,
o intervalo de 38,40 a 57,60 pg L™ proveniente da solucdo-estoque amostra com a concentragio de
60 pg L. Além disso, a curva de linearidade foi preparada ao plotar a 4rea do pico em relagio a
concentracao da respectiva solucdo injetada.

A exatidao foi verificada junto com a linearidade, pois cont¢ém a mesma matriz. Os
resultados foram determinados pela avaliagdo das nove amostras em concentragdes baixa, média e

alta, (80, 100 e 120%) em triplicata.

2.2.2.4. Precisao

A precisdo foi determinada por repetibilidade e precisdo intermedidria por dois dias
consecutivos. Para avaliar a repetibilidade do método, seis amostras de NDGA (48 pug L) foram
injetadas. Esses estudos foram repetidos em dois dias diferentes para determinar a precisdo

intermediaria. Os resultados foram expressos em desvio padrao relativo (DPR).

2.2.2.5. Robustez

A robustez foi realizada mediante alteragdes relacionadas ao fluxo (0,9 ¢ 1,1 mL/min),
composi¢do da fase mdvel (metanol 6% (V/V) e metanol 4% (V/V)), temperatura (30°C e 25°C) e

diferentes colunas cromatograficas (Phenomenex e Agilent) na solu¢io de NDGA (48 ug L)
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utilizando condi¢des cromatograficas otimizadas. Um planejamento experimental pelo software

Action Stat, composto por quatro fatores, foi realizado para avaliar esse parametro (Tabela 2).

Tabela 2 — Condi¢des empregadas no delineamento experimental.

. Variagao 1 Variagdo 2
Parametros Alto nivel (1) Baixo nivel (-1)
Composi¢do de metanol na fase movel 6% 4%
Fabricantes de coluna diferente Agilent Phenomenex
Temperatura 30°C 25°C
Fluxo de fase movel 1,1 mL/min 0,9 mL/min

O resultado deste teste foi determinado pela porcentagem de recuperagdo. A estabilidade

da amostra e os diferentes filtros também foram avaliados conforme critério da exatidao.

2.2.2.6. Resultados e discussoes

2.2.2.6.1. Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade por CLAE

As condi¢des da metodologia a ser validada foram determinadas a partir dos resultados
preliminares obtidos durante o desenvolvimento do método analitico.

O sistema cromatografico utilizado durante a valida¢ao por CLAE foi conduzido utilizando
a fase movel metanol: 4gua (95: 5, V/V / 5:95, V/V) e uma coluna cromatografica Agilent Eclipse
XDB- C18 de 150 mm x 4,6 mm x 5 um. O volume de inje¢ao foi de 10 puL e o fluxo da fase movel
foi de 1,0 mL/ min. O comprimento de onda foi determinado pela avaliagdo da absortividade
maxima, cujo valor foi de 283 nm e o tempo de corrida com 25 minutos. O tempo de retengdo (tR)

do NDGA foi de 17,0 min (Figura 2).

Figura 2 — Cromatograma da solugdo de NDGA (100 pg/mL)
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Todos os testes realizados anteriormente a essa condi¢do ndo foram considerados seletivos

para ser indicativo de estabilidade.

2.2.2.6.2. Adequagdo do sistema

A repetibilidade das inje¢des foi avaliada para comprovar a adequacdo do sistema
cromatografico com as condi¢des determinadas. Os resultados obtidos mostraram que todos os
parametros atendem aos requisitos de adequacao do sistema. O valor de DPR da resposta do pico

foi inferior a 2,0% e os pratos tedricos foram superiores a 10.000.

2.2.2.6.3. Estudo de degradacado forcada

Os testes de estresse foram realizados em solucdo de NDGA. A Tabela 3 mostra os

resultados obtidos durante a exposi¢do da amostra ao agente degradante na degradag@o quimica e

fisica.
Tabela 3 — Porcentagem de degradacdo observada durante o estudo de degradacao.
) Recuperagdo Produtos de degradag@o Balanco de
Ne. Tipo de degradagdo
(%) (%) massas (%)!
1 Acida 86,61 9,69 96,30
2 Alcalina 75,61 10,91 86,52
3 Oxidativa 89,87 6,72 96,59
4 fons metélicos 94,15 3,65 97,80
5 Temperatura 97,88 3,37 101,25
6 Umidade 97,72 0 97,72
7 Fotodegradagao 96,91 3,69 100,60

! Soma da recuperacdo (%) com a (%) dos produtos de degradacéo do pico do NDGA, comparada com a solugdo
controle, considerada 100%.

Os cromatogramas obtidos nas degradagdes acida, alcalina, oxidativa, ions metalicos,

temperatura, umidade e degradagdo fotolitica sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3— Cromatograma obtido na (A) Degradacdo acida (B) Degradagao alcalina (C) Degradagao oxidativa
(D) Degradagdo por ions metalicos (E) Degradac¢do por temperatura (F) Degradagdo por
umidade (G) Degradacéo fotolitica.
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2.2.2.6.4. Degradacdo acida

A exposi¢ao do fenol ao estresse acido (grupo funcional com maior reatividade presente na
molécula de NDGA) provoca a protonagdo do alcool fenilico. No entanto, a formacdo do
carbocation fenilico ndo € observada pela saida de dgua, visto que a formagao de tal radical resulta

em grande perda de estabilidade do anel aromatico (Figura 4) (GROUTAS, 2002).

Figura 4 — Possivel mecanismo de reag@o do fenol em condigdes acidas.

H \ 4 +
@ —_— %» + H>O

Fonte: GROUTAS, 2002.

A provavel existéncia de grupamentos quimicos susceptiveis a protonagao, tais como 0s
alcoois, quando expostos as condi¢des de pH acido, sdo protonados e deixam a molécula mais
polar, deste modo, os dalcoois terdo menor interagdo com a coluna. Quando a solu¢do foi
neutralizada, tais grupos funcionais retornam a sua condi¢ao e apresentaram melhor interagdo com

a coluna e foram identificados no método em questao.
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2.2.2.6.5. Degradagado alcalina

A desprotonagdo dos grupamentos alcoois pode ocorrer no estresse alcalino e tornar a
molécula do NDGA polar (Figura 5). No entanto, a molécula se torna apolar quando a solugdo ¢

neutralizada (MOUGEL et al., 2019).

Figura 5 — Mecanismo do fenol em condig¢des alcalinas.

O O o)
iR @#é_#g - H,0

Fonte: MOUGEL et al., 2019.

OH

Portanto, conclui-se que a neutralizagdo ¢ fundamental para a molécula do NDGA em

condigdes de hidrdlise, visto a dependéncia de pH na molécula e de seus produtos de degradacao.

2.2.2.6.6. Degradagao oxidativa

A reacdo com perdxido de hidrogénio € maior do que a estimada em teoria, portanto, essas
reacdes podem ocorrer simultaneamente ou em uma Unica etapa (GE, LI, LISAK, 2019). A Figura
6 demonstra que, com a utilizagao de um agente oxidante, o catecol presente na molécula do NDGA
pode perder o grupamento cromoéforo e formar o acido mucdnico (VILLOTA, LOMAS,

CAMARERO, 2016).
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Figura 6 — Possivel mecanismo de reagdo para degrada¢do intermediaria do fenol.

Pirogalol Z.Z- Acido mucénico

Fonte: VILLOTA, LOMAS, CAMARERO, 2016.

2.2.2.6.7. Degradacdo por ions metalicos

A desprotonagao da hidroxila também pode ocorrer na oxidag@o por ions metalicos (Figura
7).

Figura 7 Possivel mecanismo de reagdo para degradagao intermediaria de ions metalicos.

OH T o o o o G o
OH OH OH _OH 0-H °
B 4 . g ' & -H*
— - - + . ——— —mll
-e -e

Fonte: VILLOTA, LOMAS, CAMARERO, 2016.

O EDTA como agente quelante evita a precipitacdo do analito em solug¢do e sequestra os
metais presentes. Assim, quando o EDTA ¢ adicionado a solugdo, ele ird complexar com os ions
metalicos e liberard as moléculas de NDGA, que poderao ser identificadas (ANTONIN et al., 2011;
OVIEDO, RODRIGUEZ, 2003).



51

2.2.2.6.8. Degradacgao fisica

De acordo com os resultados, nao houve decaimento significativo na recuperacdo do NDGA

para estas condigoes.

2.2.2.6.9. Seletividade

Os resultados apresentados na Figura 3 comprovam a seletividade do método analitico
quando comparado ao tempo de retencao do NDGA frente a todos os agentes degradantes testados,
as solugdes-branco e as impurezas formadas durante o estudo de degradagdo forgada, além dos
testes de pureza de pico que confirmam a homogeneidade espectral do pico de NDGA nas amostras

estressadas.

2.2.2.6.10.  Linearidade, faixa linear e exatiddao

A equacio da curva de calibragio foi y = 2,106x + 1777.6 com R? = 0,9943 para NDGA.

As amostras da exatidao foram analisadas em triplicata (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados da exatiddo para concentragcdes de NDGA em solu¢des-amostra (n = 3).

Solu¢do-amostra (ng/mL) Recuperacao (%) DPR (%)
38,40 100,58 1,14
48,00 100,17 0,32
57,60 99,65 0,64

2.2.2.6.11. Precisdao

O método desenvolvido por CLAE foi considerado preciso conforme indicado por % de
DPR (menor que 1,3%) observado na Tabela 5. O valor de aceitagdo de DPR foi adotado conforme

requisitos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC).
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Tabela 5 - Precisdo 1°, 2° dia e precisdo intermedidria.

DPR (%) Especificagdo (%)
Especificagdo (%) Precisdo Precisao
intermediaria intermedidria

Fator DPR
respostal (%)

2383
2449
1° 2380
2363
2401
2390
100% XEW) DPR < 1,3 1,8 DPR< 2,0
2329
2323 11
2291
2363

2351

Nivel Dia

1,2

20

'Relagdo do sinal (4rea) / Concentragdo do sinal.

Conclui-se que o método ¢ preciso pela proximidade dos resultados das precisdes 1° e 2°

dia, portanto, pode-se afirmar que o método cumpre com os critérios estabelecidos de aceitagao.

2.2.2.6.12. Robustez

O método foi avaliado mediante a estabilidade da solugao, filtro, fluxo, composicao da fase
movel, temperatura e diferentes fabricantes de coluna. A estabilidade da amostra foi determinada
a partir da injecdo imediata ao seu preparo e injecdes apoOs algumas horas pré-estabelecidas

conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da robustez para estabilidade e solugdes.

Identificacao Recuperagao (%) Especificagdo (%)
Amostra 0 horas 100,00
Amostra 3 horas 99,87
98 — 102
Amostra 10 horas 99,49
Amostra 20 horas 98,54

A amostra de NDGA demostrou ser estavel por um periodo de 20 horas apds seu preparo.
Os perfis cromatograficos e a recuperacao frente a amostra controle foram avaliados para a

robustez de filtro (Tabela 7).
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Tabela 7 — Resultados da robustez de filtro.

Identificacao Recuperacao média (%) Especificagao (%)
Amostra controle 100,00
PVDF! 0.45 um 99,43 98 — 102
PET? 0.45 um 96,73

! Fluoreto de polivinilideno
2Poliéster

Observa-se que o filtro PVDF obteve menor variagdo com base nos resultados apresentados,
e quando correlacionado com a avaliagdo do perfil cromatografico expresso na Figura 8, € possivel
visualizar que o filtro PET apresenta picos que nao foram detectados na amostra controle e no filtro

PVDF.

Figura 8 — Sobreposi¢do dos cromatogramas para avalia¢do do filtro.

0020

0,015

0010 ke

0105
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Hinutes

Controle 1 Controle 2 — Controle 3 — Amostra PVDF 1 Amostra PET 1
Amostra PVDF 2 — Amostra PET 2 — Amostra PET 3 — Amostra PVDF 3
A robustez do método foi comprovada apds andlise do planejamento experimental realizado
através do software Action Stat, para alterar as condi¢des de andlise conforme apresentado na

Tabela 8.
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Tabela 8 — Variagdes nas condigdes cromatograficas para a quantificagdo do NDGA.
Ordem A" B* (C* D* Resposta (%)

1 1 1 1 1 99,97
2 11 -1 -1 102,33
3 11 11 98,33
4 a1 1 a1 98,79
5 1 -1 a1 99,22
6 a1 a1 98,71
7 1 -1 1 -1 99,92
8 TS S T | 99,11

! Composig¢do de metanol na fase movel (1: 6%; -1: 4%);
2 Coluna diferente (1: Agilent; -1: Phenomenex);
3Temperatura (1: 30°C; -1: 25°C);

4Fluxo de fase moével (1: 1,1 mL/min; -1: 0,9 mL/min).

3. Conclusao

O método analitico desenvolvido demonstrou ser seletivo para a finalidade proposta, pois
quando comparado ao perfil cromatografico da solugdo de NDGA frente as solugdes-branco nao
houve elui¢des no mesmo tempo de retencdo. O NDGA se mostrou susceptivel as degradagdes
quimicas e ndo susceptivel as degradagoes fisicas nas condi¢des de estresses durante o EDF. Além
disso, 0 método apresentou resposta linear com exatiddo e robustez dentro da faixa de 80 a 120%
da concentragdo nominal da amostra com coeficiente de determinagao de 0,9943 e precisdao (DPR
< 2,0). Por fim, os parametros foram conduzidos de acordo com o ICH, RDC n° 166/ 2017e RDC
n°® 53/ 2015, portanto, conclui-se que o método desenvolvido e validado ¢ indicativo de estabilidade

e adequado para o doseamento do NDGA.

Conflitos de interesse
Os autores declaram ndo ter conflitos de interesse.
Agradecimentos

Nao houve financiamento recebido de nenhuma agéncia para qualquer tipo de trabalho incluido

neste artigo ou na preparagao deste artigo.
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4. CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTAGAO

No presente estudo, o método desenvolvido e validado foi capaz de separar,
identificar e quantificar o NDGA na presenca de suas potenciais impurezas e produtos de
degradacédo, sendo um dos critérios de aceitagdo na seletividade. Além disso, o método
foi linear, preciso, exato e robusto de acordo com as diretrizes do ICH e da RDC n° 166/
2017e RDC n°® 53/ 2015. Portanto, o método podera ser utilizado na rotina laboratorial

para dosear o NDGA.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho abordou o histérico dos fitoterapicos e como estas drogas estao
sendo empregadas no mercado, as dificuldades relacionadas ao cultivo, a coleta e a
forma como a sintese organica vem aprimorando as moléculas em questdo em busca de
conseguir garantir eficacia e seguranga para o consumidor.

O método desenvolvido e validado utilizando a técnica por CLAE contempla um
dos itens de qualidade para assegurar que o IFA do NDGA podera ser utilizado de forma
segura cumprindo os itens da legislacao.

Analises adicionais serdo necessarias para confirmagcao de seus produtos de

degradacéo.
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6. ANEXOS
6.1.Anexo 1 - Desenvolvimento de método analitico
6.1.1. Otimizagao da metodologia analitica para determinagao de acido
nordihidroguaiarético

Ramadoss & Oruganti (2016) descrevem uma validacdo de metodologia analitica
para testar formulagdes de comprimidos de NDGA e identificar o extrato da planta por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Na Tabela 1, as condigdes

cromatograficas validadas estdo apresentadas pelos autores.

Tabela 1 Sistema Cromatografico testado.

Parametros cromatograficos Condigoes
Coluna cromatografica C18250 x 4,6 mm x 5
Detector DAD — Comprimento :;
de onda
Vazao 1,0 mL/min
Fase movel Metanol: Agua (3:1)
Modo Isocratico
Diluente Metanol 75%
Volume de injegao 20 uL

A Figura 1(a) refere-se ao cromatograma obtido por Ramadoss & Oruganti (2016)
nas condic¢des citadas acima e a Figura 1(b) reporta o cromatograma obtido durante este

desenvolvimento sob as mesmas condigdes.

]
— Mordihydroguaiaretic acid sample (CHAPARRAL TABLETS)
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Figura 1 Cromatograma sob condigbes validadas por Ramadoss & Oruganti (2016). (a)
cromatograma obtido e publicado pelos autores; (b) cromatograma obtido no desenvolvimento
deste trabalho sob as mesmas condi¢cdes do autor.

Conclui-se que o método citado n&o € indicativo de estabilidade, visto que ha
indicios de coeluicdo em ambas as imagens, logo, ndo é possivel identificar qual é o pico
respectivo do NDGA.

Algumas alteragdes relacionadas a adequagao do sistema foram realizadas com
a finalidade de garantir que o método a ser desenvolvido seria capaz de ser indicativo de
estabilidade e quantificar o NDGA com preciséo, exatidao e linearidade, conforme Tabela
2.

Tabela 2 Condicoes testadas.

Testes N°. Composig'éo de fase movel Especificagdo da coluna

1 Metanol: Agua (75:25, V/V) Waters Xbridge C18 250 x 4.6 mm x 5 ym

2 Metanol: Agua (75:25, V/V) Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x 5 ym
3 ACN: Agua (75:25, VIV) Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x 5 ym
4 ACN: Agua (50:50, V/V) Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x 5 ym
5 ACN: Agua (50:50, V/V) Phenomenex Luna C18 250 x 4.6 mm x 5 um
6 Metanol: Aguel/(/\9/§:5, VIVI5:95, Agilent Eclipse XDB C18 250 x 4.6 mm x 5 ym
7 Metanol: Agua (95:5, VIV/'5:95, \siient Eclipse XDB C18 150 x 4.6 mm x 5 ym

VIV)

Na Figura 2, estdo apresentados os resultados de cada teste realizado no

desenvolvimento conforme Tabela 2.
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Figura 2 Resultados obtidos no desenvolvimento do método. (a) Cromatograma referente ao
teste 1. (b) Cromatograma referente ao teste 2. (c) Cromatograma referente ao teste 3. (d)
Cromatograma referente ao teste 4. (e) Cromatograma referente ao teste 5. (f) Cromatograma
referente ao teste 6. (g) Cromatograma referente ao teste 7.

E possivel observar nos resultados obtidos que os testes de 1 a 5 ndo se
apresentaram espectralmente homogéneos. Portanto, foram realizados testes utilizando
gradiente na tentativa de separar os compostos que estavam coeluindo com o pico do
NDGA.

O teste 6 apresenta-se espectralmente homogéneo com a separagao dos
compostos que estavam coeluindo nos testes anteriores, mas em busca de otimizagao
do método foi realizado o teste 7 para diminuir o comprimento da coluna, no qual os
resultados foram aprovados e, portanto, deu-se sequéncia ao desenvolvimento.

O comprimento de onda foi determinado pela avaliagdo da maxima absortividade,
conforme espectro apresentado na Figura 3, com MSA de 0,08 e cujo valor obtido foi de
283 nm.

17.066 Peak 1

(.08
.06+
‘5'3: .04

283.0
0.02

.00

Figura 3 Espectro de absor¢ao na regiao UV-Vis para NDGA.
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De acordo com as condigdes determinadas, a repetibilidade das injecdes foi
avaliada para comprovar a adequagédo do sistema cromatografico. O cromatograma
obtido na condigao final do método esta apresentado na Figura 4, a qual demonstrou ser
espectralmente homogénea em relacdo ao pico do NDGA por nao apresentar

cruzamentos entre as linhas de pureza (Purity e Auto Threshold).
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Figura 4 Avaliacado do cromatograma na condicao final do método. (a) Cromatograma de NDGA a
60 ug L. (b) Homogeneidade espectral obtida.

Os dados de verificacdo de sistema sdo apresentados de acordo com a
metodologia analitica (Tabela 3). O sistema cromatografico foi considerado apto com os

resultados apresentados.

Tabela 3 Dados cromatograficos para avaliagdo de adequagédo de sistema.

DPR (%) 0,85 %
Fator de simetria 1,34+ 0,2
Numero de pratos tedricos 114567

Apos definir o sistema cromatografico, foram realizados os testes para definir os

agentes estressantes, assim como suas respectivas concentragdes e tempo de coleta.
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6.1.2. Estudo de degradacao forgada

O desenvolvimento para a determinagao da degradagéao forgada foi realizado com
estresse acido, alcalino, oxidativo, ion metalico, fotodegradacao, térmico e de umidade
(BRASIL, 2015). As condigdes testadas durante o desenvolvimento do método estao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 Condigbes experimentais no estudo de degradagéao forgada.

Agente estressante Concentragdo / Tempo
HCI 0,1 mol L' — Imediato
HCI 0,1 mol L' — 45 minutos
HCI 0,1 mol L' — 90 minutos
HCI 0,1 mol L'/ NaOH 0,1 mol L-' — 90 minutos
NaOH 1,0 mol L-' — Imediato

Estresse acido

Estresse basico NaOH 0,1 mol L-!' — Imediato
NaOH 0,02 mol L'/ HCI 0,02 mol L' — Imediato
Estresse oxidativo H202 0,01% - Imediato

FeCl320 mmol L' — 24 horas
CuS04 100 mmol L' - 24 horas

ions metalicos FeCl320 mmol L' / EDTA 100 mmol L' - 24 horas
CuS0O4 100 mmol L'/ EDTA 100 mmol L' - 24
horas
Temperatura 60°C - 10 dias
Umidade 75% UR - 10 dias
Fotolise 1,2 milhdes lux/horas (2 ciclos)'

'Camara de fotoestabilidade com calibragao actinométrica com intensidade de 85 horas por ciclo.

6.1.2.1. Degradacgao acida e basica

O estudo de degradacao forgada via hidrélise catalisada por acido foi conduzido
de duas formas independentes.
1. Estudo cinético com analises em tempos pré-determinados (0, 45 e 90 minutos)
sem neutralizagcao e

2. Estudo com neutralizagédo apds 90 minutos de degradacao.
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Os resultados obtidos na analise foram comparados frente a amostra-controle. Os

resultados dos testes supracitados sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 Resultados das solugbes em estresse acido.

Tempo de coleta Fator Recuperagao do
(minutos) Resposta’ NDGA (%)
Amostra-controle - 2383 -
HCI 0,1 mol L' 0 2359 99,00
HCI 0,1 mol L 45 2324 97,52
HCI 0,1 mol L 90 2120 88,96
HCI 0,1 mol L-'/ NaOH 0,1 mol
L 90 2064 86,61

"relagéo sinal / concentragéo sinal

Pode-se observar o decaimento significativo da recuperacédo do NDGA decorrente
do tempo na condigédo exposta. Na Figura 5, o perfil cromatografico é apresentado para

a condicao de estresse.
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Figura 5 Resultados obtidos em estresse acido. (a) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA
em HCI 0,1 mol L' apos 90 minutos de estresse, sem neutralizagdo. (b) Cromatograma da solugdo-
amostra de NDGA em HCI 0,1 mol L' neutralizada com NaOH 0,1 mol L-'. (c) Cromatograma da
solugdo-amostra de NDGA em HCI 0,1 mol L' neutralizada com NaOH 0,1 mol L', aplicado o
zoom. (d) Homogeneidade espectral da solugdo-amostra NDGA em HCI 0,1 molL-! neutralizada

com NaOH 0,1 mol L.

Observa-se que na Figura 5(a) ndo houve a formagéo de produtos de degradacao

ao serem analisados os cromatogramas da degradagdo acida com 90 minutos de

estresse. Na Figura 5(b), os produtos de degradacao foram eluidos e ainda nota-se que

a eluicdo ocorreu somente quando a solugdo foi neutralizada, devido a provavel

existéncia de grupamentos quimicos susceptiveis a protonagdo, tais como os grupos

hidrofilicos. Quando expostos a condigbes acidas de pH, os grupos hidrofilicos séo

protonados e deixam a molécula mais polar, deste modo, havera maior interagdo com a

fase movel. Quando a solugao foi neutralizada, tais grupos funcionais retornaram a sua

condi¢do, apresentaram melhor interagcdo com a coluna e foram identificados no método.

O zoom foi aplicado na Figura 5(c) para melhor visualizagao dos produtos de degradacéao

formados e, na Figura 5(d), confirma-se a homogeneidade espectral do NDGA em

estresse acido.
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Os resultados do estudo de degradagao forgada conduzido em meio basico sao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Resultados das solugbes em estresse basico.

Fator Recuperagao do
Tempos de coleta (horas)
Resposta’ NDGA (%)
Amostra Controle - 2383 -
NaOH 1,0 mol L 0 0 0
NaOH 0,1 mol L 0 159 6,67
NaOH 1,0 mol L' / HCI 1,0 mol
0 962 40,37
|_—1
NaOH 0,1 mol L-' / HCI 0,1 mol
0 1373 57,62
|_-1
NaOH 0,02 mol L' / HCI 0,02
0 1746 73,27
mol L

"relagéo sinal / concentragéo sinal

Pode-se verificar uma baixa recuperagao do analito (NDGA) quando a analise da
solucao foi realizada sem ser previamente neutralizada. Tal fato pode ser explicado pela
formagao de sais dos respectivos catecdis, devido a desprotonagao dos grupamentos
hidrofilicos, assim a molécula em questdo aumenta a polaridade e apresenta baixa
retengdo em colunas cromatograficas de fase reversa, a qual o método em questéao utiliza
(MOUGEL et al., 2019).

Todavia, quando feita a neutralizagao da solugéo, pode-se evidenciar recuperagao
de aproximadamente 73% do ativo (NDGA), juntamente dos produtos de degradagao
inespecificos.

A neutralizac&o é necessaria para que a molécula torne-se apolar, com a
finalidade de obter maior recuperacao do analito. Tal diferenga em sua polaridade fica

evidenciada ao serem analisados os cromatogramas expostos na Figura 6.

(a) 0.35

1+-304—

0.307
0.25
0.20-
=
<
0.15

0.109 ‘

0.05 ‘

0.00 A—x

000 100 200 300 400 500 600 7.0 800 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 15.00 1600 17.00 1800 1800 2000 2100 22.00 2300 2400 25.00
Minutes



(b) 0.007+

0.006+
0.005+
0.004+
Q 0.003+
0.002
0.001

0.000 * A\—\,\J—/‘M

-0.001-

15.698
NDGA - 17.146

000 200 400 600 800 1000 12100 1400 16,00 18000 20000 2200 2400

Minutes

(C) 0.012

0.010+

47 147

0.008+

ANOCA

0.006+

0.004+

16.358

0.002+

——— 15.696

0.000+ 7
[AY

>

o002+
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

1200 1400 1600 1800 2000 22,00
Minutes

12627

o

o

=2
2.
NECA

T T T T T T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00
Minutes

(e) 0.016

0.014

0.012

AOCGA 12076,

0.010]
0.008]
2 o0.006]

0.004

RRT 2-16.301

0.002

RRT1- 15646

0.000-] = S

-0.002-

-0.004

000 200 “a400 600 "800 1000  "12lo0  14l00 “1600°  “1sloo 20000 22/00 2400
Minutes



67

o
(f) Furity T T 13 7 Eieico
/ / Ea
o0.0018] AUto ThresHold | & y y ;
“ / E1s.00
.00t A
/ E1z2.00
14 / E
E11.00
0.0012] // E
Evo.00
0.0010] P E
Ee.00
©0.0008- / E
/ Fe.00
ooce]
¥ E7.00
©.0004. \ ]
q P4 i g
o.000: pes E
¥4 Es.00
o000 s £
= A o £4.00
o.000: 3
\ Fa [s.00
-0.0004 T 3
> E2.00
0.000e- 5 P 3
0 RN F1.00
0.000: e —— F
e = Eo.co
co10] 3
E1.00
001
F200

nnnnnn

Figura 6 Resultados obtidos em estresse basico. (a) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA
em NaOH 1,0 mol L-'. (b) Cromatograma da solugao-amostra de NDGA em NaOH 0,1 mol L. (c)
Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em NaOH 1,0 mol L' neutralizado com HCI 1,0 mol
L-'. (d) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em NaOH 0,1 mol L' neutralizado com HCI
0,1 mol L-'. (e) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em NaOH 0,02 mol L' neutralizado
com HCI 0,02 mol L-'. (f) Homogeneidade espectral da solugado-amostra NDGA em NaOH 0,02 mol
L-! neutralizado com HCI 0,02 mol L.

Nas Figura 6 (a) e (b), é possivel visualizar o efeito do pH basico quando n&o
neutralizado; fato diferente do observado nas Figura 6 (c), (d) e (e), cujos pHs foram
neutralizados e apresentam recuperagdo de acordo com a concentracdo do agente
degradante, pois quanto maior a concentragao, maior a degradagao.

Portanto, conclui-se que a neutralizacéo é fundamental para a molécula do NDGA
em condigdes de hidrdlise, visto a dependéncia de pH da molécula de NDGA e de seus
produtos de degradagéo. O analito exposto a condi¢ao de estresse proposta manteve-se
espectralmente homogéneo e o decaimento significativo foi superior a 10%.

6.1.2.2. Degradacgao oxidativa e por ions metalicos

O H20:2 foi utilizado como agente estressante em amostras submetidas ao meio

oxidativo. Os resultados da degradacgao oxidativa estado apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 Resultados das solugbes em estresse oxidativo.

. Fatores Recuperagédo do
Tempos de coleta (minutos)
Resposta’ NDGA (%)
Amostra-controle - 2383 -
H202 0,01% 0 2150 90,22

"relagéo sinal / concentrago sinal
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De acordo com os dados, observou-se decaimento de aproximadamente 10% da
recuperagcdo do NDGA para esta condicdo. E os cromatogramas obtidos para esta

analise estao reportados na Figura 7.

NOGA- 17083
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Figura 7 Resultados obtidos em estresse oxidativo. (a) Cromatograma da solugdo-amostra de
NDGA em H202 0,01%. (b) Homogeneidade espectral da solu¢do amostra NDGA em H202 0,01%.

A porcentagem de produtos de degradacao gerados é relativa ao decaimento do
pico do analito (NDGA), nos quais estao reportados no EDF da validagdo da metodologia.
Adicionalmente, também foi verificada a homogeneidade espectral do pico do NDGA
apos o periodo de estresse, e que se apresenta homogéneo.

Farmacos susceptiveis a oxidagcdo podem formar cetona e correspondem ao
mecanismo de transferéncia de elétrons para formar anions e cations reativos. O fenol
também pode transferir elétrons formando N-6xidos, hidroxilamina, sulfonas e sulféxido
(BLESSY et al., 2014).

As condi¢cbes apresentadas na Tabela 8 foram testadas para as amostras

expostas ao estresse de ions metalicos.
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Tabela 8 Resultados das solugcdes em estresse de ions metalicos.

Tempo de Fator Recuperagao do
coleta (horas) Resposta’ NDGA (%)
Amostras-controle - 2387 -
FeCl320 mmol L 24 0
CuS0O4 100 mmol L- 24 0
FeCls 20 mmol L' / EDTA 100 mmol L-! 24 2252 94,34
CuSO4 100 mmol L'/ EDTA 100 mmol L 24 2252 94,34

"relagéo sinal / concentragéo sinal

Foi possivel quantificar o NDGA somente quando adicionado o EDTA com base
nos resultados obtidos. Conclusdes semelhantes as observadas neste estudo foram
reportadas por Oviedo e Rodriguez (2003) e Antonin et al., (2011), pois, o EDTA por ser
um agente quelante evita a precipitagdo do analito em solu¢do e sequestra os metais
presentes. Desta forma, quando adicionado o EDTA em solugdo, 0 mesmo se complexa
com ions metalicos e libera as moléculas de NDGA em solugado, as quais podem ser
identificadas novamente. Na Figura 8, & apresentada a estrutura quimica do complexo

formado de cobre com EDTA.

!
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Figura 8 Estrutura quimica do complexo de EDTA com cobre.
Fonte: Adaptado de SKOOG et al., 2014.

Ap06s a adigdo do EDTA, os resultados observados para a amostra estressada em
FeCls e CuSO4 foram os mesmos, contudo, o agente estressante definido foi de acordo

com o perfil de degradacéo observado na Figura 9.
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Figura 9 Resultados obtidos em estresse de ions metalicos. (a) Cromatograma da solugdo amostra
de NDGA em FeCls 20 mmol L-'.(b) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em CuSO4 100
mmol L'.(c) Cromatograma da solugido-amostra de NDGA em FeClz 20 mmol L-' com adigéo de
EDTA 100 mmol L. (d) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em CuSOs 100 mmol L
com adigéo de EDTA 100 mmol L.

Notou-se que sem a adicdo do agente quelante, com base nos resultados

apresentados acima, a recuperagao do NDGA é nula, conforme cromatogramas nas
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Figuras 9(a) e (b), visto que a molécula de NDGA estd complexada com o metal
adicionado. As amostras analisadas com a adicdo do EDTA (Figuras 9(c) e (d)),
apresentam-se com recuperacgao do analito nos dois metais testados. Com isso, o metal
definido para esta condi¢ao foi o0 CuSOa, justificado pelo seu perfil cromatografico obtido,
pois o produto de degradagao gerado € equivalente ao decaimento da recuperagéo.
Além disso, Villota, Lomas e Camarero (2016) e Rodriguez et al. (2009) também
relataram que na oxidagao por ions metalicos pode ocorrer a desprotonacao da hidroxila.
Galano et al. (2010) realizaram um estudo eletroquimico do NDGA, cujos resultados

atribuidos também correspondem a formacgao de o-quinona.

6.1.2.3. Degradacao fisica

Na degradacédo fisica, as amostras foram submetidas aos estresses de
temperatura, umidade e fotodegradacao.

Os resultados observados na degradacao fisica sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 Resultados das solugbes em estresses fisicos.

Tempos de coleta Fatores Recuperagao do
(horas) Resposta’ NDGA (%)
Amostra-controle - 2387 -
Estresse térmico 240 2318 97,11
Estresse de umidade 240 2318 97,11
Estresse de fotodegradacgéo 170 2308 96,69

"relagao sinal / concentragéo sinal

De acordo com os mesmos, observa-se que nao houve decaimento significativo
da recuperacao do NDGA para as condigdes. Adicionalmente, também se verificou a
homogeneidade espectral do pico do NDGA apés o tempo de estresse confirmando a

homogeneidade do NDGA nos cromatogramas (Figura10).
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Figura 10 Resultados obtidos em estresses fisicos. (a) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA
em estresse térmico.(b) Homogeneidade espectral da solugdo-amostra NDGA em estresse térmico.
(c) Cromatograma da solugdo-amostra de NDGA em estresse de umidade. (d) Homogeneidade
espectral da solugao-amostra NDGA em estresse de umidade. (e) Cromatograma da solugdo-amostra
de NDGA em estresse fotolitico. (f) Homogeneidade espectral da solu¢ao-amostra NDGA em estresse

fotolitico.

O método foi considerado apto para ser validado apds determinar as condigdes de

estresse do estudo de degradacgao forgada.
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