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RESUMO

Embora a terapia alopatica seja predominante, a utilizacdo de plantas medicinais como forma
adjuvante na terapia de enfermidades, como as Doengas Crénicas ndo Transmissiveis (DCNTS), é
bastante difundida. Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. popularmente conhecida como “’jaca’’,
é uma espécie utilizada para fins terapéuticos em DCNTs. Ndo obstante haja um beneficio no
tratamento, as matrizes vegetais sdo complexas, contendo compostos bioativos com efeitos
farmacoldgicos e/ou toxicoldgicos. Dentre eles, destaca-se o acido oxalico, presente em mais de
200 familias de plantas. O consumo de acido oxalico ou oxalato, metabdlito presente em altas
concentracGes em diferentes espécies vegetais, pode causar complicagdes renais a curto e longo
prazo, principalmente se a concentragio plasmatica for > 0,8-2,5 umol. L e a concentragdo
urindria for > 20- 30 mg. 24h™. Algumas pessoas predispostas a complicacdes renais, como aquelas
com DCNTs, como diabetes e hipertensdo, apresentam uma predisposicdo a desenvolverem
disturbios renais em decorréncia de sua condi¢éo fisiopatoldgica e ao mesmo tempo fazem uso de
espécies de plantas medicinais como terapia adjuvante, como Artocarpus altilis (parkinson)
fosberg. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o desenvolvimento de um método analitico
para determinacéo do teor de acido oxalico em Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. A separacdo
cromatogréafica dos analitos em fase reversa foi obtida em uma coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um;
80 A) em modo isocratico e usando agua acidificada com acido fosforico:metanol (99:1) a 0,6 mL.
mintem pH 2,0 como fase moével (25°C e detecgdo a 220 nm). O tempo de analise foi de 5 min.
Para o preparo da amostra, laminas foliares de Artocarpus altilis foram coletadas, secas em estufa,
trituradas e acondicionadas até 0 momento de preparo do extrato. O extrato era preparado a cada
dia de andlise a partir de 1,0 g do triturado com 20 mL de HCI 2 mol. L %, a 21 ° C, por 15 min
(sob agitacdo), centrifugado e filtrado. O método apresentou intervalo linear de concentracao de 5
a 45 pg. mL* para acido oxalico. O método demonstrou boa precisdo e exatido intra e intercorrida
com erros relativos inferior a 15%. Ainda, o método foi aplicado em amostras de 1dmina foliar de
Artocarpus altilis encontrando uma concentracéo de 1,06 mg. g de acido oxalico. Os resultados
trouxeram dados inéditos a respeito do teor de &cido oxalico contido em Artocarpus altilis. Espera-
se que esse método possa contribuir para o desenvolvimento de outros métodos com 0 mesmo
propasito.

Palavras-chave: Matrizes vegetais; Artocarpus altilis (parkinson) fosberg; &cido oxalico;
complicacdes renais



ABSTRACT

Although the therapy is predominantly therapeutic, the use of medicinal plants as an adjuvant in
the therapy of diseases, such as Chronic Non-Communicable Diseases (NCDs), is widespread.
Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. Popularly known as “’jackfruit’’, it is a species used for
therapeutic purposes in NCDs. Although there is a benefit in the treatment, plant matrices are
complex, containing pharmacological and/or toxicological bioactive compounds. Among them,
oxalic acid stands out, present in more than 200 families of plants. Long-term consumption of
oxalic acid or short-mold oxala-2,2, present at high temperatures, in different plant species, can
cause renal complications a and especially if the plasma concentration is 0.8 Y. L-1 and urine
concentration to > 20-30 mg. 24h-1. Some people predispose to kidney complications, such as CDs
such as diabetes and hypertension, have a predisposition to develop Renaissance disorders as a
result of their pathophysiological condition and at the same time make use of medicinal plant
species as an adjuvant therapy, such as Artocarpus altilis (Parkinson ) Fosberg. Thus, the objective
of this work was to carry out the development of an analytical method to determine the oxalic acid
content in Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. Reverse-phase chromatographic separation of
the analytes was found on a C18 column (250 x 4.6 mm; 5 um; 80 A) in isocratic mode and using
water acidified with phosphoric acid:methanol (99:1) at 0.6 mL. . min-1 at pH 2.0 as mobile phase
(25°C and detection at 220 nm). The analysis time was 5 min. For sample preparation, leaf blades
of Artocarpus altilis were collected, oven-dried, crushed and stored until extract preparation. The
extract was prepared each day of analysis from 1.0 g of the mixture triturated with 20 mL of 2 mol
HCI. L -1, at 21 °C, 15 min (under, by centrifugation and filtration). The method showed a linear
concentration range from 5 to 45 pg. mL-1 for oxalic acid. The method of precision and intra- and
inter-run precision with relative errors less than 15%. Still, the method was applied in a sample of
leaf blade of Artocarpus finding a concentration of 1.06 mg. g-1 of oxalic acid. The results brought
unprecedented data regarding the content of oxalic acid contained in Artocarpus altilis. It is
expected that this method can contribute to the development of other methods with the same
purpose.

Keywords: Plant matrices; Artocarpus altilis (parkinson) fosberg; oxalic acid; kidney

complications
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) constituem a nivel mundial um dos
maiores problemas no tocante a mortes prematuras e perda da qualidade de vida, acarretando em
limitacGes no trabalho e lazer, além de gerar impactos no &mbito econémico e social. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as quatro principais doengas crbnicas ndo
transmissiveis (DCNT), doencas cardiovasculares, cancer, doengas respiratorias cronicas e
diabetes sdo responsaveis por 71% das mortes globais e representam mais de 80% de todas
mortalidade prematura, ou seja, 6bitos entre 30 e 69 anos (OMS, 2019). No ambito nacional, as
DCNT acometem amplamente a populagdo brasileira, sendo umas das principais causas de
mortalidade prematura. Apds uma reavaliacdo e correcdo para sub-registro e redistribuicdo de
causas mal esclarecidas de Obitos, segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (SVS/MS), 72,6% do total de obitos corridos em territério nacional foram por DCNT e,
destes, 79,4% foram ocasionados pelas 4 mais relevantes DCNT: doencas cardiovasculares,
neoplasias, doencas respiratorias cronicas e diabetes mellitus (BRASIL, 2013).

Grande parte da populacdo faz uso de espécies vegetais com propriedades terapéuticas
(plantas medicinais) na terapia adjuvante de diversas enfermidades, dentre elas, as DCNTSs.
Oliveira et al., (2012), mostram que grande parte da populacao faz uso de plantas medicinais e tem
grande confianga na sua utilizacdo. Segundo dados da OMS, o nimero de paises que
implementaram politicas publicas de incentivo a utilizacdo de plantas medicinais como terapia
complementar cresce a cada ano (OMS, 2019). A alta incidéncia de uso de plantas medicinais
possivelmente deve-se ao facil acesso, baixo custo e por serem consideradas inofensivas por grande
parte da populacdo (FONTANELLA et al, 2017).

As plantas medicinais ainda séo consideradas fontes promissoras de descoberta de
medicamentos e fornecem uma variedade de produtos quimicos bioativos e poderosas acfes
farmacologicas. (BAHMANI et al., 2014). Zeni et al. (2017), relataram em seu estudo que 85%
dos pacientes fazem uso de plantas medicinais na forma de chés feitos a partir das folhas. A
exemplo, Artocarpus altilis (parkinson) fosberg, popurlamente conhecida como ‘’jaca’® ou
“jaqueira’’, essa espécie nativa da india e bastante difundida no Brasil apresenta diversos efeitos
farmacologicos das folhas e frutos, dentre eles, destacam-se o efeito hipoglicemiante e hipotensor
(LOTULUNG et al., 2013; BIWORO, 2016), por isso, essa espécie € bastante utilizada na medicina
popular brasileira (BRITO, SENNA-VALLE, 2011; NETO GALVAO et al., 2021)
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Em pesquisas etnoboténicas, os chas representam o método mais comum de preparagéo,
uma vez que a escolha por esse método de preparo provavelmente esta relacionada a
disponibilidade da parte da planta utilizada, como as folhas, que ficam disponiveis ao longo do
ano, bem como ser a parte vegetal onde esta presente 0 maior nimero de metabdlitos secundarios
(CARTAXO et al., 2010; MARINHO et al., 2011). No entanto, apesar do uso generalizado,
existem riscos no seu uso ndo controlado.

As espécies vegetais sdo extremamente complexas e constituidas por uma diversidade de
substancias quimicas como flavonoides, alcaloides, taninos e alguns &cidos organicos. Destes
Gltimos, o acido oxalico vem ganhando destaque nas pesquisas cientificas relacionadas a quadro
de intoxicacdo por sua ingestdo oriundo da dieta. Em plantas, o acimulo de &cido oxalico,
encontrado na forma de oxalato de calcio (CaOx) € comum, mais de 215 familias de plantas
acumulam essa substancia em seus tecidos (NAKATA, 2003). De acordo com a diversidade dos
cristais, sua distribuicdo espacial e concentracdo, existem varias hipdteses a respeito da funcao do
CaOx em espécies vegetais (FRANCESCHI E NAKATA, 2005). Dentre essas diversas funcgdes,
os cristais de CaOx, sdo reservas de calcio que contribuem com as funcdes fisioldgicas da espécie
vegetal e regulam suas concentragdes, o que é essencial para o desenvolvimento inicial do vegetal
(PRASAD; SHIVAY, 2017).

Todavia, 0 consumo de espécies vegetais com alto teor de CaOx esta associado a quadros
de intoxicacdo renal (ABEYSEKERA et al., 2015; MARQUES et al., 2017). Uma vez ingerido, 0
CaOx e convertido em oxalato, que na presenca de ions de calcio presentes em todo o trato urinario
pode precipitar e levar a formacdo de cristais de CaOx que podem se depositar ao longo do aparato
urinério (AL-WAHSH et al., 2012). H& uma preocupagdo com pacientes portadores de DCNTs
como diabetes e hipertensdo uma vez que séo predispostos a desenvolverem complicacdes renais
e, portanto, essas doencas constituem fatores de risco na génese da urolitiase (CAMERON et al.,
2006; MAZZUCCHI, SROUGI, 2009; BOYD et al., 2018).

Por fim, diversos métodos analiticos sdo aplicados na determinacéo de acido oxalico em
matrizes vegetais consumidas pela populagdo. Dentre eles, destacam-se os cromatograficos
(NGUYEN,LE,SAVAGE, 2018; SHIRAI, 2019), os espectrofotométricos (ROCHA et al., 2020) e
os titulometricos (SRIKANTH, 2019, Sa et al, 2019). Embora haja diversos estudos sobre métodos

analiticos, escassos sdo 0s estudos que se preocuparam em desenvolver, aprimorar ou validar o
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método em questdo. Pois, hd uma grande lacuna na literatura cientifica que aponta para a pouca

confiabilidade dos métodos de determinacgéo de &cido oxalico em matrizes vegetais.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Desenvolver e validar metodologia para extracdo e quantificacdo acido oxalico em

Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Redigir uma revisao narrativa sobre o estado da arte do acido oxalico e sua correlagdo com
doencas crbnicas ndo transmissiveis.

e Realizar uma revisdo integrativa sobre metodologias analiticas aplicadas na determinacéo de
acido oxalico em espécies vegetais.

e Caracterizar o cristal de oxalato de célcio em Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

e Desenvolver uma metodologia de quantificacdo de &cido oxalico por HPLC-DAD.

e Otimizar a extracdo da matriz vegetal de &cido oxalico via planejamento fatorial completo;



3 CAPITULO I

3.1 REVISAO NARRATIVA

3.2 REVISAO INTEGRATIVA

18
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3.1 REVISAO NARRATIVA

3.1.1 O papel do acido oxalico na relacdo entre as doencas cronicas ndo transmissiveis e o
consumo de plantas medicinais

INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) constituem, a nivel mundial, um dos
maiores problemas no tocante a mortes prematuras e perda da qualidade de vida, acarretando em
limitacbes no cotidiano do individuo, gerando impactos nos ambitos social e econémico. A
epidemia de DCNT é impulsionada pela pobreza, globalizacdo do marketing e comércio de
produtos prejudiciais a satde, além da rdpida urbanizacdo e crescimento populacional (WHO,
2018). A maioria dos casos registrados ocorre em pessoas que vivem em paises de médio e baixo
desenvolvimento, atingindo principalmente grupos populacionais vulneraveis, como idosos e
pessoas de baixa renda (WHO, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais é uma das formas mais antigas de tratamento. A
utilizacdo de plantas na prevencéo e /ou tratamento de enfermidades sempre esteve presente na
histéria da humanidade (SILVA; HAHN, 2011). Apesar do uso popularmente difundido, existem
riscos na sua utilizacdo descontrolada. Sem orientagdo médica, farmacéutica ou até mesmo
comprovacao cientifica de eficacia e identificacdo, a utilizacdo inadequada de algumas espécies
vegetais pode acarretar em intoxicagOes, neutralizacdo ou potencializagdo farmacologica, (se
utilizado concomitantemente com medicamentos alopaticos) conduzindo ao agravo no quadro
clinico do paciente e, em ultimo caso, ao 6bito (PEREIRA, 2017).

As plantas sdo constituidas por uma complexa matriz quimica, um conjunto de
substéncias conhecidas e outras desconhecidas que tém o potencial de beneficiar ou maleficiar o
quadro clinico de uma pessoa. No Brasil, hd um imenso uso de plantas medicinais como terapia
adjuvante no tratamento de diversas DCNT, entretanto, Vieira (2017), mostrou que muitas plantas
utilizadas comumente para esse propdsito, apesar de demonstrarem efeito sobre os animais, nao
foram testadas em humanos. No ambito cientifico, ainda ha pouco conhecimento sobre as plantas
utilizadas pela populacdo, tanto no aspecto qualitativo quanto no quantitativo (SILVA; HAHN,
2011).

Um dos constituintes quimicos mais comuns nas plantas é o acido oxalico, encontrado na

forma de CaOx (cristal de oxalato de célcio) cujo acimulo nos tecidos € comum em mais de 215
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familias botanicas (NAKATA, 2003). Cristais de CaOx também sdo reservas de céalcio que
contribuem com as funcgdes fisioldgicas da espécie vegetal e regulam suas concentracGes
(PRASAD; SHIVAY, 2017). Espécies vegetais ricas em acido oxalico e cristais de CaOx, como a
Spinacia oleracea L, Theobroma cacao L. e A averrhoa bilimbi L. s&o tradicionalmente usadas
como alimento ou medicamento. Esse uso é comum e geralmente ndo acarreta danos ao homem.
Entretanto, se a quantidade de acido oxalico e/ou cristais de CaOx ingerida gerar concentracao
plasmatica > 0,8-2,5 umol.L™? e urinaria >20-30 mg/24h podem surgir severos agravos a salde,
principalmente a nivel renal (CHAUHAN et al., 2012). Ademais, portadores de doencas cronicas
ndo transmissiveis normalmente apresentam distarbios renais em decorréncia de suas condigdes
fisiopatoldgicas. A diabetes predispde a litiase renal por &cido Urico, que juntamente com 0s cristais
de CaOx, compde a maioria dos calculos renais (CAMERON et al., 2006). J& a hipertensdo também
é apontada como outro fator que pode acarretar mais facilmente o desenvolvimento da litiase
(OBLIGADO; GOLDFARB, 2008).

A supersaturacdo urinaria é a principal condicdo para a precipitacdo de sais nos tubulos
renais, como CaOx, com dano nas suas células e ulceracédo ao longo do trato urinario. Além disso,
contribui para o desenvolvimento de célculos renais (TSUJIHATA, 2008), com agravamento,
principalmente, do quadro clinico de pessoas que tém uma vulnerabilidade maior em desenvolver
tais fatores, como os portadores de DCNT. O conhecimento da quantidade de oxalato nos vegetais

é, portanto, altamente relevante para a prevencdo de danos renais (SIENER et al., 2021).

METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo narrativa, de natureza qualitativa. A revisdo narrativa tem a
finalidade de descrever o estado da arte de um determinado assunto e possibilitar uma discussao
ampliada (ROTHER, 2007). Esta revisdo apresenta-se como analise critica e pessoal dos autores,
sem a pretensdo de generalizacdo. Foi realizada no més fevereiro de 2021. A busca bibliografica
foi realizada nas bases de dados Science Direct, PubMed, Scielo, Scopus e Google Académico.
N&o foi determinada limitacdo de data, pais do estudo ou &rea de conhecimento. Foram incluidos
no estudo artigos originais primarios, revisdo de literatura, artigos de opinido, documentos técnicos
e relatos de caso nos idiomas inglés e portugués. Foram excluidos artigos duplicados e com

descricéo insuficiente da metodologia.
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RESULTADOS
DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

Consoante a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as DCNT foram responsaveis por
38 milhdes das 56 milhdes de mortes em 2012 (WHO, 2014) e por 41 milhdes das 57 milhdes de
morte em 2016 (WHO, 2018). Além disso, estima-se que que as DCNT sdo responsaveis por cerca
de 71% das mortes globais a cada ano. A maioria dos casos registrados ocorre em pessoas que
vivem em paises de médio e baixo desenvolvimento, atingindo principalmente grupos
populacionais vulneraveis, como idosos e pessoas de baixa renda (WHO, 2010).

Dentre as DCNTSs, a diabetes e hipertensdo arterial fazem parte do grupo das 4 mais
relevantes do mundo e juntas ocasionam cerca de 19,5 milhdes de mortes todos os anos (WHO,
2018). Essas doencas destacam-se pela gravidade de suas complicacBes que surgem a curto e
longo prazo (agudas e crbnicas). As complicagdes agudas da diabetes incluem a hipoglicemia, o
estado hiperglicémico hiperosmolar e a cetoacidos e diabética. J& as cronicas incluem a retinopatia,
nefropatia, cardiopatia isquémica, neuropatias, doenga cerebrovascular e vascular periférica
(CORTEZ et al., 2015). Na hipertensdo arterial as complicacdes incluem: doenca cardiaca
coronaria, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia renal e
doenca vascular periférica (ZHANG et al., 2011). A doenca renal cronica (DRC), bastante comum
em pacientes com hipertensdo arterial, pode ser definida como lesdo renal caracterizada por
alteracdes estruturais ou funcionais dos rins, com ou sem reducdo da taxa de filtracdo glomerular
(TFG), manifestadas por alteracdes patologicas ou indicios de lesdo renal (BORTOLOTTO, 2008).
Além disso, a nefropatia diabética, caracterizada por um aumento na excrecao urinaria de albumina,
acompanhado pelo aumento da pressao arterial e um declinio na TFG, também pode acarretar em
quadros de DRC (MIN, et al., 2012). Petterle; Barboza e Carvalho (2017), concluiram que
individuos com valores mais elevados de glicemia de jejum sdo mais propensos a desenvolverem
calculos renais. Estudos demonstram que a sindrome metabolica, diabetes e hipertensdo constituem
fatores de risco para a formacdo de célculos renais (SHAKHAEE et al., 2012; TAYLOR,;
STAMPEER; CURHAN, 2005; CAMERON et al., 2006; MAZZUCCHI; SROUGI, 2009; BOYD
et al., 2018).

Embora haja a necessidade de tratar essas doencas com medidas ndo farmacoldgicas

como a dieta e atividade fisica, o tratamento principal consiste na utilizacdo de medicamentos
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especificos para cada doenca. Um grande avanco tem sido feito nos cuidados basicos,
proporcionando a existéncia de um grande leque de medicamentos convencionais e estratégias
preventivas disponiveis contra as DCNTSs; entretanto, ha uma grande dificuldade de adeséo ao
tratamento e acesso aos medicamentos. Diante disso, as Ultimas décadas testemunharam um
interesse renovado em terapias complementares ou adjuvantes por parte dos pacientes, como a
utilizacdo de plantas medicinais (CHINTAMUNNEE; MAHOMOODALLY, 2012).

PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais se constituem de quaisquer espécies vegetais com propriedades
terapéuticas que sdo utilizadas como terapia principal ou adjuvante em diversas enfermidades e,
portanto, sdo amplamente utilizadas por grande parte da populacdo mundial. Uma grande parcela
da populacdo mundial tem confianca nos meios tradicionais para seus cuidados com a salde e em
torno de 80% da populacdo, principalmente entre os paises que estdo em desenvolvimento, tém
confianca nos derivados de plantas medicinais para seus cuidados com a saude (FIRMO et al.,
2011).

A importancia das plantas medicinais e seus efeitos terapéuticos vém sendo constatados
ao longo tempo. O conhecimento tradicional € uma ferramenta impulsora na descoberta dessas
propriedades medicinais, sendo necessaria a sua valorizacdo e reconhecimento, pois mesmo com o
desenvolvimento dos farmacos sintéticos as plantas medicinais permanecem como forma
alternativa de tratamento no Brasil e no mundo (OLIVEIRA, 2017). Nesse contexto, Fitzgerald et
al., 2019, relatam o grande avango na pesquisa cientifica envolvendo espécies vegetais no ultimo
século, além de marcos regulatorios e farmacopeicos importantes. O uso de plantas medicinais pela
populacdo em geral, além de ter apoio em evidéncias empiricas, também vem se fundamentando
na pesquisa cientifica. A exemplo disso, diversos estudos relatam a atividade anti-diabética e anti-
hipertensiva de diversas espécies vegetais que sdo utilizadas pela populacdo (LATHA, PARI,
NADU, 2004; XIE et al., 2005; ANTIA; OKOKON; OKON, 2005; ADEMILUY!I et al., 2016;
DORNAS et al., 2009; AMAECHINA, OMOGBAI, 2007; SOUZAet al., 2011; BERKE et al.,
2019; SALEHI et al., 2019).

Em um estudo com 701 pacientes com DCNTs que fazem uso de plantas medicinais, Zeni
etal., (2017), mostram que a principal forma de preparo das drogas vegetais sdo os chas (infusdes,

decoccgOes ou maceracgdes) medicinais preparados a partir das folhas ou frutos (87%). Esses dados
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corroboram com outros estudos que constatam a prevaléncia do preparo de chas medicinais a partir
das folhas ou frutos de plantas medicinais para uso terapéutico (CHINTAMUNNEE,
MAHOMOODALLY, 2012; HUGHES et al., 2015; MELRO et al., 2020).

Além do facil preparo das formulacdes caseiras, muitas vezes as drogas vegetais suprem
a falta de medicamentos nos servicos de salde, estando presentes em diversas comunidades
(ALBUQUERQUE et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Nédo
obstante a utilizacédo de diversos remédios caseiros, Oliveira et al., 2012, observaram que ha uma
prevaléncia do uso de planta medicinal. A alta incidéncia de uso de plantas medicinais
possivelmente deve-se ao facil acesso, baixo custo e por serem consideradas inofensivas por grande
parte da populacdo (FONTANELLA et al., 2007). Com isso, programas vieram sido desenvolvidos
ao longo do tempo como forma de reconhecer a pratica popular de utilizacdo de plantas medicinais.
O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, criado pelo Ministério da Saude, em
2019, tem como objetivo “Promover e reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de

plantas medicinais, fitoterapicos e remédios caseiros’’ (BRASIL, 2009).
TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

As especies vegetais e suas partes formam uma matriz complexa que apresenta diversos
tipos de substancias conhecidas e desconhecidas que podem gerar efeitos tanto benéficos
(terapéuticos) quanto maléficos (toxicos). Ha4 uma concepgéo errénea da populacao de que, por ser
natural, o uso de plantas no tratamento de doencas € seguro e eficaz, sendo essas, muitas vezes,
utilizadas nas DCNTs associadas ou ndo com medicamentos convencionais (TOVAR; PETZEL,
2009). Portanto, ha uma séria preocupacdo a respeito da utilizacdo indiscriminada de espécies
vegetais pela populagéo, principalmente em quem j& apresenta predisposicoes.

As plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacoldgicas, propagadas por seus usuarios ou aqueles que as comercializam.
Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles
utilizados pelas populac@es tradicionais (JUNIOR et al., 2005). De acordo com os Gltimos dados
do Sistema Nacional de Informagdes Toxico-farmacologicas (SINITOX), em 2017, 1,08% do total
de intoxicacOes no territorio nacional foi ocasionado pelo uso inadequado de espécies vegetais
(SINITOX, 2020). O Quadro 1 traz de forma resumida exemplos dos principais efeitos toxicos

observados em algumas espécies vegetais consumidas pela populagdo. Diversos sdo 0s agentes
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toxicos presentes em espécies vegetais (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; CHINTAMUNNEE;
MAHOMOODALLY, 2012; CHEN et al., 2018), como exemplo, o acido oxalico, presente em

inUmeras espécies € uma substancia que pode levar a a¢ao toxico das espécies (Quadro 1)

Quadro 1 — Exemplos de espécies consumidas pela populacao e seus efeitos toxicos.
Autor Espécie Usos Efeitos toxicos Agente tdxico
RIDKER Camellia medicinal Hepatoxicidade, / Alcaldides
1987; sinensi cardiotoxicidade
TSILIGIANN Mandrago Medicinal Cardiotoxicidade ND
et al., 2009 officinarum L.
BAKUL et al., Averrhoa Alimentar/medic | Nefrotoxicidade Acido oxalico
2013 billimbi L. inal
KHNEIZER et Spinacia Alimentar Nefrotoxicdade Acido oxalico
al., 2017 oleracea L.
MORETES,
GERON, 2019,
Curcuma longa | Alimentar/Medi | Hepatotoxicade / ND
OLIVEIRA et
L. cinal
al., 2019 cancerigeno
YASAWARD Averrhoa Alimentar/medic | Nefrotoxicidade/ | Acido oxalico /
ENE et al., carambola L. inal neurotoxicidade Caramboxina
2020

Abreviacdo: ND: nédo descrito.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsiligianni%20IG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20062591
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ACIDO OXALICO
Caracteristicas quimicas

O acido oxalico, na forma molecular (C2H204) ou na forma sal de oxalato de calcio
(CaOx), é bastante empregado na quimica analitica para a padronizacdo de solugdes, como
solucdes titulantes de permanganato de potassio (HARRIS; LUCY, 2017). Inimeros cétions
metalicos formam precipitados quando se ligam ao acido oxalico, como o Ca?*, Nal* (VOGEL,
1981). E um é&cido dicarboxilico que cristaliza a partir de solugdo aquosa como cristal di-hidrato
branco. O hidrato perde 4gua acerca de 100°C e o acido anidro sublima, com decomposicao, acima
de 150 °C. Além disso o &cido oxalico é um &cido relativamente forte (pKal = 1,23; pKa2 = 4,19)
e € moderadamente soltvel em agua (8,7 g / 100 g de 4gua a 20°C) (HODGKINSON, 1970).

Biossintese do &cido oxalico

As espeécies vegetais produzem uma grande ordem de componentes organicos divididos
em metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos secundarios, produtos secundarios ou
produtos naturais, aparentemente ndo possuem relacdo com crescimento e desenvolvimento da
planta. Por outro lado, os metabdlitos primarios possuem funcdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia (BORGES; AMORIM, 2020). Um desses metabolitos € o acido oxalico.

A biossintese do acido oxalico vem sendo estudada desde a primeira metade do século
passado. Pucher, Wakeman e Vickery (1939) relataram que em um estudo com trigo sarraceno a
concentracdo de 4&cido oxalico aumentou durante a iluminacdo da planta. Além disso, a
concentracdo de oxalato continuou a aumentar no escuro, embora em uma taxa mais baixa,
indicando a transformacao de alguma substancia, provavelmente derivada da fotossintese, em acido
oxalico. Uma relacdo muito préxima entre a formacgdo de oxalato e a fotossintese também foi
encontrada em Oxalis corniculata por Seal e Sen (1970). A concentragdo de oxalato aumentou
durante as horas de pico da fotossintese e diminuiu durante a tarde e a noite, o que demonstra uma
certa dependéncia das substancias derivadas da fotossintese. Eles propuseram que o glicolato
derivado da fotossintese € oxidado pela glicolato oxidase a glioxilato. O glioxilato é posteriormente
oxidado em &cido oxalico pela mesma enzima. O oxigénio liberado pela fotossintese é usado como
um aceitador de elétrons durante a oxidacdo. Sabe-se também, que o gicolato pode ser derivado do

isocitrato oriundo do ciclo de Krebs a partir da isocitrato Liase (MIYAGI et al, 2013) (Figura 1).
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Figural - Rotas de biossintese do acido oxalico nas espécies vegetais.
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Enzimas: 1:Glicolato Oxidase; 2: Isocitradoliase; 3: Glicolato Oxidase; 4: Ascorbato Peroxidase;
5: DHA oxidase. Fonte: Autor proprio (2021).

Todavia, 0 &cido glioxilico ou glioxilato ndo é a Unica substancia que foi encontrada como
precursor de oxalato em plantas. Pressupfe-se que em muitas espécies vegetais 0 metabolismo do
acido L-ascorbico, que pode ser sintetizado a partir da D-glicose, é envolvido na formacdo de
oxalato (WAGNER; LOEWUS, 1973). Mais recentemente, essa hipdtese foi confirmada por
Dewhirstet al., 2017. Os pesquisadores conduziram um experimento no qual utilizaram o ascorbato
(oriundo da glicolise) marcado radioativamente nas folhas de espinafre e descobriram que durante

sua degradacdo, o oxalato é o principal produto formado (Figura 1).

Na espécie humana, ha evidéncias de que biossintese do acido oxalico envolve as mesmas
enzimas que estdo presentes nas espécies vegetais. O glioxilato, produto do metabolismo dos
hepatdcitos, € um dos principais precursores de oxalato no homem (FARGUE et al., 2018). O acido
L-ascérbico também demonstrou ser um precursor importante de oxalato (WILLIAMS, 1978;
FRANCESCHI, HORNER, 1980). Confirmando a hipotese anterior, hd evidéncias de que a
ingestdo elevada de &cido ascorbico aumenta os niveis de oxalato urinario e pode levar a formacéo

de célculos de CaOx nos rins e outras regides do sistema urinario (KING et al., 2013).
Oxalato de Célcio

Assim que formado, o acido oxalico conjuga-se (principalmente) a ions de célcio do

interior celular, formando cristais de CaOx que ocorrem na maioria das espéecies vegetais. Além
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disso, esses cristais estdo presentes tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular. Quando
formados no meio intracelular, as células que os comportam recebem o nome de idioblastos
(NAKATA, 2012). Com base em sua morfologia, os cristais vegetais sdo frequentemente
classificados em uma das cinco categorias: areia cristalina, rafides, drusa, estiloide ou cristal
prisméatico (FRANCESCHI; HORNER, 1980).

Em decorréncia desse mecanismo de formacdo, o acido oxalico / oxalato tem como
principal funcdo manter o controle dos niveis de calcio e outros ions nos vegetais (FRANCESCHI;
NAKATA, 2005). Muitas plantas, incluindo numerosas plantas de cultivo, acumulam oxalato na
faixa de 3% -80% (p / p) de seu peso seco assim como 90% (p / p) do célcio total de uma planta
que ocorre na forma de cristais de CaOx (LIBERT; FRANCESCHI, 1987; HORNER,et al., 1997).
Em alguns casos, 0 excesso de calcio na rizosfera (regido onde o solo e as raizes das plantas entram
em contato) favorece o acimulo de cristas de CaOx ao passo que, com a limitagdo da absorcao de
calcio na rizosfera, os cristais de CaOx dissolvem-se, remobilizando o célcio ligado para o
crescimento e desenvolvimento vegetal (FRANCESCHI, 1989; VOLK et al., 2002).

Outra funcdo extremamente importante exercida pelo CaOx esta relacionada com a
protecdo contra a herbivoria. Como exemplo, a espécie Tragia ramosa tem sua superficie coberta
de pelos ardentes. Cada pelo consiste em uma célula alongada que abrange um grande cristal de
CaOx em forma de agulha que é capaz de causar rupturas na derme do animal. Dessa forma, a
planta libera uma toxina que é canalizada através da agulha até o tecido do animal, causando uma
sensacdo de ardéncia (THURSTON, 1976). Além disso, ha evidéncias que sugerem que o acido
oxalico faz parte de um mecanismo de desintoxicacdo de metais pesados, como o aluminio, cadmio,
zinco, niquel e cobre por meio da conjugacao com esses metais e excre¢do na rizosfera (MARIANO
et al., 2005; OSMOLOVSKAYA; DUNG; KUCHAEVA, 2018).

Aspectos toxicologicos do acido oxalico

Nas ultimas déecadas, o &cido oxalico ganhou maior enfoque cientifico, pois vérias
evidéncias sugeriam que o consumo dessa substancia estava correlacionado com quadros de
intoxicacdo, principalmente a nivel renal (WILLIAMS, 1978; FRANCESCHI; HORNER, 1980;
DAl et al., 2013; ARAUJO et al., 2020). Apesar de ndo haver na literatura estudos toxicologicos
completos, abordando aspectos como a toxicidade aguda e/ou crénica, alguns estudos abordam
caracteristicas toxicologicas importantes dessa substancia. Apds consumido, o acido oxalico pode
levar de 1 a 6 horas para ser absorvido (LIEBMAN, CHAI ,1997; SAVAGE, BROGEN, 2003). H&
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certa escassez nos estudos relacionados aos mecanismos de absor¢do do acido oxalico / oxalato,
entretanto, algumas evidéncias apontam que o mesmo € absorvido, principalmente, a nivel
intestinal (MOKOTU et al., 2006; TICINESI et al., 2020). Whittamore e Hatch (2016), destacaram
que o oxalato livre (ndo conjugado) é transportado ao longo do intestino delgado por
transportadores anidnicos.

Um dos fatores que parecem estar envolvidos na regulacdo da absorcdo de oxalato
oriundo da dieta é Oxalo bacterformigenes presente na microbiota intestinal. Esta bactéria é
responsdvel pela metabolizacdo (degradacdo) do oxalato oriundo da dieta (TICINESI;
NOUVENNE; MESCHI, 2019). Todavia, ainda ndo ha evidéncias concretas sobre a significancia
da presenca ou auséncia dessa bactéria na prevencao de quadros de hiperoxaldria e disturbios renais
(TICINESI et al., 2020). Outro fator bastante relevante na absorcdo do oxalato da dieta, € a
presenca de sais inorganicos. Os sais de calcio, por exemplo, ligam-se ao oxalato, tornando-o
insoltvel, impedindo sua absorcdo a nivel intestinal e facilitando sua excrecdo (HOSSAINet al.,
2003; VON UNRUH, 2004). Ha evidéncias que a biodisponibilidade do oxalato reduz
significativamente quando ingerido com leite (BROGREN, SAVAGE, 2003). Além disso, em seu
estudo, Chai et al., (2004), concluiram que a ingestdo de altas quantidades de acido ascorbico
intensificou a sintese enddgena de acido oxalico. A contribuicdo do oxalato na dieta para a
quantidade de oxalato excretado na urina é de até 50%, em média (HOLMES et al., 2001).
Ademais, a grande maioria do CaOx no corpo é excretada através dos rins onde 90-95% do CaOx
circulante é eliminado na urina (COSTELLO; SADOVNIC, 1992). Ja foi também observado que
pacientes com nefrolitiase apresentam maior absorcéo de oxalato (HOLMES et al, 2001, VESS et
al, 2006), inclusive em dietas com baixo nivel de ingestdo, como 10 mg/dia de oxalato, ha efetiva
absorcdo e contribuicdo significativa para excrecdo urinaria de oxalato (HOLMES et al, 2001).

As principais evidéncias da toxicidade agudam encontram-se em relatos de casos de
ingestdo acidental de &cido oxalico e da ingestdo de espécies vegetais que contém altos niveis de
oxalato. Dassanayak e Gnanathasan (2012) relataram o caso de uma mulher que apos ingerir
aproximadamente 12,5g de acido oxalico dissolvido em &gua, apresentou imediatamente dores
abdominais. Apos bidpsia do tecido renal, foi verificado a presenca de necrose epitelial de células
tubulares ocasionado pela deposicédo de cristais de CaOx (DASSANAYAK; GNANATHASAN,
2012). Geralmente é considerado que a producdo enddgena de oxalato fornece a principal

contribuicdo para o oxalato urinario e que a sua ingestdo alimentar e absorcdo intestinal sdo fontes
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menos importantes. No entanto, a dieta pode fornecer a quantidade critica de oxalato necessario
para desencadear a formacéo de célculos renais (SIENER et al., 2013). O consumo de alimentos
com alto teor de acido oxalico pode causar hiperoxaluria, uma vez que o oxalato é a base conjugada
do &cido oxalico. Por sua vez o oxalato pode ligar-se a ions de célcio presentes no trato urinario
onde, posteriormente, poderé haver subsequente precipitacdo e formacao de cristais de CaOx , um
componente primario do calculo renal (KHAN; GLENTON; BYER, 2007; AL-WAHSH; WU;
LIEBMAN, 2012).

Siener et al., (2013), verificaram que a ingestdo, durante 6 semanas seguidas, de
600mg/dia de oxalato em um grupo controlado de individuos saudaveis composto por 10 homens
e 10 mulheres, foi suficiente para levar os pacientes a um quadro de hiperoxallria a partir da
primeira semana. Para Ratkalkar e Kleinman (2011), a hiperoxaluria é um dos fatores de risco na
formacdo do céalculo renal ou litiase urinaria, pois contribui, cronicamente, para a dindmica de
formacdo do célculo renal no qual é formado majoritariamente por CaOx. Portanto, ha a sugestdo
de que é essencial a restricdo de alimentos ricos em oxalato em pacientes com hiperoxaluria de
origem dietética (HOLMES et al, 2001). Diversos relatos apontam que a ingestdo de algumas
espécies vegetais com alto teor de &cido oxalico acarretam em nefrite tibulo intersticial aguda
induzida pelo deposito de cristais de CaOx em um quadro que 0s autores chamaram de nefropatia
induzida por oxalato apés biopsia do tecido renal de pacientes hospitalizados (BAKUL et al., 2013;
ABEYSEKERA et al., 2015; MAHMOOD, 2015; MARQUESet al., 2017).

CONCLUSAO

Os dados da literatura sugerem que o consumo de acido oxalico parece estar envolvido
no agravamento e/ou surgimento de problemas a nivel renal, principalmente em pessoas que
apresentam predisposicao a desenvolver disturbios nefroldgicos, como os diabéticos e hipertensos.
Embora estudos mais aprofundados precisem ser realizados para verificar a real correlagéo entre o
consumo e o desfecho, a identificagdo de espécies que sdo consumidas pela populacdo e
quantificacdo do acido oxalico contido, pode ajudar medicos e profissionais prescritores de plantas

medicinais no manejo de pacientes predispostos a desenvolverem complicacdes renais.
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3.2 REVISAO INTEGRATIVA

3.2.1 Artigo — Métodos de extracdo e quantificacdo de acido oxalico em matrizes vegetais:
Revisdo Integrativa

RESUMO: Espécies vegetais sdo largamente consumidas ao redor do mundo, tanto para fim
alimentar quanto medicamentoso. Ja € relatado que o consumo de acido oxalico, presente em
espécies vegetais, pode ocasionar intoxicacdes renais a curto e longo prazo. Ademais, hd poucos
estudos voltados para a identificagdo e quantificacdo dessa substdncia em espécies vegetais
consumidas pela populagdo. Este trabalho objetivou uma revisao integrativa acerca dos métodos
de quantificacdo do &cido oxalico em espécies vegetais consumidas. A revisdo integrativa da
literatura do periodo de 2010 a 2020 foi realizada através das plataformas ScienceDirect, Web of
Science, Scopus, Pubmed e Scielo. Ao todo, foram identificados 808 estudos e ao final da etapa,
de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos, 21 estudos foram incluidos nesta
revisdo. Os resultados mostram que a maior parte dos estudos utilizam métodos cromatograficos
na quantificacdo do &cido oxalico em espécies vegetais, seguido por métodos espectrofotométricos
e titulométricos. Foi evidenciado a auséncia de fidelidade nos resultados da maior parte dos

estudos, ja que ndo houve validacdo da metodologia de quantificacdo proposta.

Palavras-chave: Acido oxalico, espécies vegetais, quantificacio

INTRODUCAO

Espécies vegetais apresentam diferentes composi¢es quimicas. Elas produzem inimeros
componentes organicos que podem ser divididos em dois grandes grupos: Metabolitos primarios e
secundarios. Metabolitos primarios estdo presentes em todas as espécies vegetais em grande
quantidade e sdo responsaveis pelas suas funcGes vitais. Metabdlitos secundarios tém uma
distribuicdo mais restrita e estdo presente em pequena quantidade e sdo responsaveis por fungdes
secundarias, como protecao, pigmentacao e regulacao do crescimento.

Ainda, metabolitos secundarios diminuem o valor nutricional das espécies vegetais, pois
geralmente sdo obtidos a partir de seus nutrientes essenciais, o que reduz sua disponibilidade,
ingestdo e / ou absorcdo (SOUZA et al, 2019). Entre 0s componentes organicos antinutricionais

podemos citar os taninos, saponinas, inibidores de proteases, acido fitico e acido oxalico
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(HIGASHIJIMA et al 2020). Soma-se a isso, importantes efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos
dose-dependentes dos metabolitos secundarios no homem: Beneficios ao organismo (dose efetiva);
efeitos adversos (dose toxica) e em casos extremos, ao 6bito (dose letal) (PEREIRA; CARDOSO,
2012; ROCKENBACH et al, 2018).

O éacido oxalico, ou acido etanodioico, (H2C204) é um acido dicarboxilico muito usado na
producdo de moléculas organicas complexas uma vez que sua capacidade redutora e ponto de
sublimacao (>125 °C) tornam a purificacdo de moléculas organicas volateis, por meio de calor,
mais facil e de menor custo (SONG et al, 2012). O &cido oxalico obtido a partir de organismos
vivos ou como produto de sintese laboratorial é usado em diversas areas, como na producdo de
medicamentos, tecidos e couros e na purificacdo de equipamentos metalicos (SONG et al, 2013).

Naturalmente, o &cido oxalico é biossintetizado por bactérias, fungos e plantas (PALMIERE
et al, 2018). Nas plantas, o acido oxalico é convertido a CaOx via biomineralizacdo (HE et al,
2014). Esse processo ocorre por diferentes vias a partir da captacdo de célcio do substrato das
plantas que contém &cido oxalico. Entre as vias podemos citar: a oxidacdo do glicolato e glioxilato
pela enzima glicolato oxidase, a fotorrespiracdo nos tecidos fotossinteticamente ativos, a atividade
da isocitratoliase no isocitrato e da oxidacao do oxaloacetato. A conversao de acido oxalico a CaOx
pode ocorrer em uma série de espécies vegetais. Nesses casos, cristais de CaOx com diferentes
formas e tamanhos sdo encontrados tanto no interior quanto no exterior das células vegetais
(FRANCESCHI; NAKATA, 2005). Entre as espécies ricas em acido oxalico e CaOx podemos
citar: carambola (Averrhoa Carambola) jaqueira (Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.), maxixe
(CucumisangurialLam.), picdo-preto (Bidens pilosa L.), abacate (Persea americana Mill.), mel&o
de Sao Caetano (Momordicacharantial.), mangaba (HancorniaspeciosaGomes), pequi (Caryocar
brasiliense Camb.), cha verde / cha preto (CamelliasinensisL.), espinafre (Spinaciaoleraceal.),
acelga (Beta wvulgarisL. var. cicla) e cacau (Theobromacacao L.) (SCARDELATO;
LEGRAMANDI; SACRAMENTO, 2013).

As funcdes do &cido oxalico e dos cristais de CaOx nas espécies vegetais sdo variadas. Por
exemplo, os cristais de CaOx sdo reservas de CO. que permitem a fotossintese dessas espécies
mesmo nos periodos de estiagem e evitam sua desidratacdo (TOOULAKOU et al, 2016). Cristais
de CaOx também sdo reservas de calcio que contribuem com as fungdes fisioldgicas da espécie
vegetal e regulam suas concentracOes de acido oxalico e de célcio; em grandes quantidades esses

componentes organicos podem levar a uma série de alteragdes nessas fungbes (PRASAD;
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SHIVAY, 2017). Ainda, &cido oxalico e CaOx sdo agentes quelantes secretados por algumas
espécies vegetais para sua protecdo em solos ricos em metais téxicos como o aluminio (MORITA
et al, 2011). Outra funcdo desses compostos organicos é na defesa das espécies vegetais contra
predadores como o0s herbivoros. Ap6s serem dilaceradas, para aumentar a protecdo contra
herbivoros, as espécies vegetais produzem maior quantidade de CaOx independentemente da
concentracdo de célcio no seu substrato (MOLANO, 2011).

Soma-se a essas a¢des, uma serie de efeitos fisioldgicas do acido oxalico e CaOx na espécie
humana. Espécies vegetais ricas em acido oxalico e cristais de CaOx séo tradicionalmente usadas
como alimento ou medicamento. Entretanto, se a quantidade de acido oxalico e/ou cristais de CaOx
ingerida gerar concentragdo plasmatica > 0,8-2,5 umol.L™* e urinaria > 20-30 mg/24h podem surgir
severos agravos a saude (CHAUHAN et al, 2012). Siener et al, (2013), verificaram que a ingestéo,
durante 6 semanas seguidas, de 600 mg/dia de oxalato em um grupo controlado de 10 homens e 10
mulheres, foi suficiente para levar os pacientes a um quadro de hiperoxalUria a partir da primeira
semana e 4 semanas apés a suspensdo da administracao de oxalato de calcio, os niveis plasmaticos
e de excrecdo de oxalato voltaram ao normal. Para Ratkalkar e Kleinman (2011), a hiperoxaluria é
um dos fatores de risco na formagédo do calculo renal ou litiase urinaria, pois contribui para a
dindmica de formacédo do calculo renal que é formado majoritariamente por CaOx. Ademais, ha
relatos que a ingestdo do fruto e do suco do fruto da carambola acarretou em nefrite
tubulointersticial aguda induzida pelo depésito de CaOx em um quadro que 0s autores chamaram
de nefropatia induzida por carambola e bilimbi, apds biopsia do tecido renal de pacientes
hospitalizados (BAKUL et al., 2013; ABEYSEKERA et al., 2015). Ademais Fanget al., (2008)
discutem que a ingesta do suco da frutas com alto teor de CaOx pode induzir insuficiéncia renal
aguda associada a lesdo na estrutura do néfron seguida de dilatacdo nos tubulos renais em
decorréncia da deposicao de cristais de CaOx.

Soma-se a isso que algumas enfermidades como diabetes e hipertensdo constituem fatores
de risco para a formacdo da urolitiase (SHAKAEE et al., 2002; TAYLOR; STAMPEER,;
CURHAN, 2005; CAMERON et al., 2006; SROUGI; MAZZUCCHI, 2009; BOYD et al., 2018).
Portanto, a ingestdo tradicional de espécies vegetais ricas em acido oxalico, por individuos com
funcdo renal reduzida, deve ser cuidadosamente mensurada. Ha na literatura cientifica uma serie
de métodos analiticos de determinagéo de acido oxalico em diferentes espécies vegetais (NAPPI et
al., 2006; NAIK et al., 2014; SIENER et al., 2016), todavia, ndo ha estudo que compile, categorize,
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analise e discuta essas metodologias de forma integrada. Assim, este estudo objetiva uma revisao
integrativa dos métodos de quantificacdo do acido oxalico em diferentes espécies vegetais visando
identificar as caracteristicas de cada um e sua adequabilidade na quantificacdo de acido oxalico,
contribuindo com a compreensao acerca dos métodos de analise e dos niveis de acido oxalico nas
diferentes espécies vegetais de modo a agregar conhecimento e fornecer subsidio para p

pesquisadores e profissionais da area.
METODOLOGIA

De acordo com os critérios descritos por Russel et al (2005), 0 método de revisao integrativa
foi escolhido no presente estudo. Na construgdo da revisdo, a pergunta norteadora foi “Qual ou
Quais métodos analiticos existem para a determinacdo de acido oxalico em espécies vegetais?”
Foram incluidos (i) estudos primarios de quantificacdo de &cido oxalico/oxalato em matrizes
vegetais, (ii) artigos publicados na integra, disponiveis eletronicamente, em portugués, espanhol
ou inglés, (iii) publicados entre 2010-2020. Foram excluidos editoriais, (i) cartas ao editor, (ii)
monografias, (iii) dissertacOes, (iv) teses, (v) relatos de experiéncia e (vi) estudos de reviséo,
reflexivos ou sem descri¢ao detalhada da metodologia analitica.

Buscas em cinco bases de dados - Literatura Latino-Americana em Ciéncias de Saude (LI-
LACS), ScienceDirect, Scielo, Pubmed e Scopus foram feitas em setembro de 2020. Os descritores
usados foram "oxalic acid" and "calcium oxalate" and "content" and ("plant” OR "stem" OR "leaves"
OR "root" OR "fruit" OR "tea" OR "vegetable" OR "juice"). Apos identificacao e analise dos titulos
e seus resumos, os estudos selecionados foram analisados na integra. Essas etapas foram feitas em
paralelo por dois revisores de forma independente. O viés de selegcdo dos artigos foi medido por
meio do Risk of Bias in Systematic Reviews (ROBIS). O dominio dos critérios de identificacdo e
selecdo dos estudos foram classificados como de “baixo risco de viés™.

A extracdo de dados dos artigos selecionados foi feita em paralelo por dois revisores de
forma independente. O 1° revisor analisou e categorizou cada artigo de acordo com o desenho do
estudo. O 2° revisor checou os dados extraidos e um consenso entre os revisores foi necessario para
que as todas as informac0es relevantes fossem incluidas no estudo. Os dados extraidos foram: (i)
1°autor e ano de publicacdo, (ii) local do estudo, (iii) objetivo, (iv) parte da espécie vegetal utilizada
(v) tipo de extragdo, (vi) instrumento analitico, (vii) método de quantificagdo, (viii) intervalo de
concentracdo de acido oxalico/oxalato, (xv) condi¢bes de andlise, (xvi) condi¢des de extracéo,
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(xvii) validacdo metodoldgica (realizacdo ou ndo de validacdo metodoldgico, bem como os

parametros avaliados).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Scopus, Web of Science, Pubmed, Scielo e Science Direct retornaram 128, 43, 59, 3 e 593
estudos, respectivamente, totalizando 826 estudos. Desses, 38 foram selecionados para anélise na
integra. ApoOs andlise na integra, 6 estudos foram excluidos por descricdo insuficiente da
metodologia analitica usada para a determinacgédo do acido oxalico ou por descricao insuficiente do
método. 3 estudos foram excluidos por ndo utilizarem espécies vegetais consumidas pela populacéo
e 8 foram excluidos por serem estudos duplicados. Os demais estudos (N=21) experimentais
quantitativos atenderam & avaliacdo da qualidade e foram incluidos nessa revisao integrativa. Na

Figura 1 é mostrado o fluxograma da pesquisa estratégica na literatura cientifica.
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Figura 2 - Fluxograma da pesquisa estratégica na literatura cientifica.
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A grande variedade de espécies e familias catalogadas sugere a importancia de quantificar o acido
oxalico em espécie vegetais consumidas pela populacdo, tanto para uso alimentar, quanto para uso
medicinal, seja na forma de cha, cozidos ou cru. Ao todo, 132 espécies vegetais foram analisadas
(Quadro 2) nas quais a maior parte pertencente a familia Rosaceae e Actinidiaceae. A parte das
espécies vegetais analisadas foi: Frutos (41,6%); Folhas (18,7%); Raiz (11,8%); Sementes (11,1%);
Flor (11,1%); “’microgreens’’ ¢ caules (5,7%). Segundo Franceschi e Horner, (1980), os cristais de
oxalato estdo majoritariamente presentes nas folhas e frutos das espécies vegetais, isso pode
explicar o fato dessas partes serem as mais analisadas nos estudos. Além disso, em um estudo com
701 pacientes com DCNTs que fazem uso de plantas medicinais, Zeni et al., (2017), mostram que
a principal forma de preparo das drogas vegetais sao 0s chas medicinais preparados a partir das
folhas ou frutos (87%).

Grande parte das espécies é de interesse alimentar, entretanto, o uso medicinal e popular no
tratamento de DCNTSs, como hipertensdo e diabetes, foi observado em algumas dessas espécies:
Ginkgo biloba L.; Annona muricata L e A. squamosa L.; Psidium guajava L.;Crategus L.
(MARTINS et al., 2005; OLIVEIRA et al.,2010; WANG, XIONG, FENG, 2013; NASH, SHAH,
2015;ADEMILUYI et al., 2015). Vale destacar que a familia Oxalidaceae engloba 8 géneros e 601
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espécies ao redor do mundo (THE PLANT LIST, 2013). As espécies do género Oxalis sdo
conhecidas como trevinhos ou azedinhas, pois apresentam altas concentra¢des de acido oxalico,
sendo por vezes utilizadas na forma de saladas ou refogadas, consideradas plantas alimentares ndo
convencionais (KINUPP, LORENZI, 2014). Alguns estudos quantificaram o acido oxalico em
espécies do género Averrhoa (Familia Oxalidaceae), como Averrhoa carambola L. e Averrhoa
bilimbi L., espécies bastante consumidas pela populagédo. Destaca-se que na literatura ha relatos de
quadros de intoxicacdo renal aguda em decorréncia do consumo em grande quantidade dessas
espécies (ABEYSEKERA et al., 2015), em decorréncia disso, ha recomendacfes médicas
proibindo o consumo dessas espécies por pacientes com problemas renais ou predisposi¢do em
desenvolve-los (OLIVEIRA, AGUIAR, 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxalis

Quadro 2 - Sumarizacdo de todas as espécies vegetais e respectivas familias quantificadas nos estudos selecionados, bem como a parte do vegetal utilizada.

Espécie Familia Parte Espécie Familia Parte utilizada
utilizada
Actinidia arguta L. Actinidiaceae Frutos Ipomoea batatas (L.) Lam. Convolvulaceae Folhas
Actinidia chinensis L. Actinidiaceae Frutos Juglans regia L. Juglandaceae Nozes
Actinidia deliciosa L. Actinidiaceae Frutos Lablab purpurens (L.) Sweet Fabaceae Flor e Frutos
Allium cepa L. var. Light Red Amaryllidaceae Raiz . - Asteracea Folhas
Lactuca sativa L. var. longifoliaLam.
Gavran
Allium sativum L. Amaryllidaceae Raiz Lagenaria siceraria (Molina) Standl. Curcubitaceae Flor e fruto
Allium tuberosum Rottler ex Alliaceae Raiz Sapindaceae Frutos
Spreng. Litchi chinensis Sonn
Alocasia odora L. Araceae Folhas Luffa acutangula (L.) Roxb. Curcubitaceae Flor e frutos
Amaranthus tricolor L. Amaranthaceae Folhas Luffa cylindrica (L.) Roem. Curcubitaceae Flor e frutos
Amygdalus persica L. var. agano Frutos Solanaceae Frutos
nucipersica (Schibler et Martens) Rosaceae Lycium barburum L.
Yuet Lu
Anacardium occidentale L. Anacardiaceae Sementes Lycium chinense Mill. Solanaceae Folhas
Ananas comosus (L.) Merr. Bromeliaceae Frutos Lycopersicum esculentum L Solanaceae Frutos
Annona muricata L. Annonaceae Folhas Malus pumila Mill. Rosaceae Frutos
Annona squamosa L. Annonaceae Folhas _ _ Rosaceae Frutos
Malus sylvestris (L.) Mill.

Apium graveolens L. Apiaceae Raizes Mangifera indica L. Anacardiaceae Frutos
Arachishy pogaea L. Fabaceae Semente Matricaria chamomilla L. Asteraceae Flor
Averrhoa bilimbi L. Oxalidaceae Folhas Momordica charantia L. Curcubitaceae Flor e frutos
Averrhoa carambola L. Oxalidaceae Folhas Musa x paradisiaca L. Musaceae Frutos

Basellaceae Folhas Musa acuminata Colla (AAA) cv. Dwarf Musaceae Frutos
Basella alba L. .

Cavendish

Benincasa hispida (Thunb.) Cogn. | Curcubitaceae | Flor e fruto Musaceae Frutos

var. chieh-quaHow

Musa nana Lour
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Bertholletia excelsaHumb. et Lecythidaceae Semente : Hicinale Ai Brassicaceae Folhas

Bonpl. Nasturtium officinale Aiton

Beta vulgaris L. Amaranthaceae Folhas e Nelumbo nucifera Gaertn. Nelumbonaceae Raizes e
Caule sementes

Betulaceae Folhas . . Lamiaceae Raiz, caule,
Ocimum basilicum L.

Betula pendula L. folha

Brassica campestris L. Brassicacea Folhas Oryza sativa L. var. glutinosa Matsum. Poaceae Sementes

Brassica Brassicaceae Folhas Passifloraceae Frutos

chinensis var. parachinensis L. Passiflora edulis Curtis

Brassica juncea L. Brassicaceae Folhas Phyllanthus emblica L. Phyllanthaceae Frutos

Er)assma oleracea L. var. botrytis Brassicaceae Folhas Phyllostachys edulis (Carriére) Houz. Poaceae Raiz

Brassica rapa L. var. chinensis Brassicaceae Folhas . . Pinaceae Sementes

. Pinus koraiensis Siebold et Zucc.

(L.) Kitamura

Camellia sinensis L. Theaceae Folha Pistacia vera L. Anacardiaceae Raiz

Capsicum annuum L. var. Solanaceae Flor e fruto Rosaceae Raiz

Prunus amygdalus Batsch

grossum (L.) Sendt .)

Carica papaya L. Caricaceae Frutos Prunus avium L. Rosaceae Frutos

Carya illinoensis (Wangenh.) K. Juglandaceae Sementes it Rosaceae Frutos

Koch. Prunus cerasifera L

Castanea mollissima Blume Fagaceae Sementes Prunus domestica L. Rosaceae Frutos

Cetrariaislandica L. Parmeliaceae Liquen Prunus salicina Lindl. Rosaceae Frutos

Cichorium endivia L. Asteraceae Folhas Psidium guajava L Myrtaceae Frutos
Raiz Pueraria lobata (Willd.) Ohwi var. Fabaceae Raizes

Cimicifuga racemosa L. Ranunculaceae thomsonii (Benth.) Maesen

Citrullus lanatus (Thunb.) Curcubitaceae Frutos Rosaceae Frutos

Matsum. Nakai Pyrus communis L

Citrus grandis (L.) Osbeck Rutaceae Frutos Pyrus nivalis Jacq. Rosaceae Frutos

Rutaceae Frutos Brassicaceae Raiz, caule,

Citrus reticulata Blanco

Raphanus sativus L. var. Imp. Chetki

folha
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Citrus x sinensis (L.) Osbeck Rutaceae Frutos Rheum rhabarbarum L Polygonaceae | Folhas e Caule
Citrus x paradisi Macfad Rutaceae Frutos Ribes nigrum L. Grossulariaceae Frutos
Colocasia esculenta (L.) Schott Araceae Raiz Ribes uva-crispa L. Grossulariaceae Frutos
Coriandrum sativum L. Apiaceae Folhas Rubus idaeus L. Rosaceae Frutos
Corylus heterophylla Fisch. Ex Betulaceae Sementes . . Rosaceae Frutos
Trauty. Rubus occidentalis L.
Crataegus L. Rosaceae Folhas Rubus ursinus % idaeus L. Rosaceae Frutos
Cucumis melo L. Curcubitaceae | Flor e fruto | Sambucus nigra L Adoxaceae Frutos
Cucumis sativusL. Curcubitaceae | Flor e fruto | Setaria italica (L.) Beauv. Poaceae Sementes
Cucurbita pepo L. Curcubitaceae | Flor e fruto | Solanum lycopersicum L. Solanaceae Frutos
Daucus carota L. Apiaceae Raiz Solanum tuberosum L. Solanaceae Raiz
Diospyros kaki Thunb. Ebenaceae Frutos Spinacea oleracea L Amaranthaceae Folhas
Echinacea pururea L. Asteraceae Flor Tamarindus indica L. Fabaceae Frutos
Eleocharis dulcis (Burm.f.) Trin. Cyperaceae Raiz Malvaceae Frutos
Ex Henschel Theobroma cacao L.
Feijoa sellowiana L. Myrtaceae Frutos Thymus vulgaris L. Lamiaceae Folhas e flores

. . Apiaceae Raiz, caule, | Torreya grandis Fort. exLindl. cv. Taxaceae sementes
Foeniculum vulgare Mill. P, o

olha Merrillii Hu
. Rosaceae Frutos : Fabaceae Raiz, caule,
Fragaria x ananassa Duchesne Trigonella foenum-graecum L. folha
Garicina mangostana L. Clusiaceae Frutos Vaccinium corymbosum L. Ericaceae Frutos
Gentianae radix L. Gentianaceae Flor Vaccinium vitisidaea L Ericaceae Frutos
. . Ginkgoaceae Sementes, Caprifoleaceae Raiz
Ginkgo biloba L. Folhas Valeriana officinalis L.
Glycine max L. Fabaceae Sementes | Vigna angularis (Willd.) Ohwi et Ohashi Fabaceae Sementes
Hedera Helix L. Fabaceae Sementes | Vigna radiata (L.) Wilczek Fabaceae Sementes
Asteraceae Sementes | Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi et Fabaceae Sementes

Helianthus annuus L.

Ohashi
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Hibiscus sabdariffa L. Malvaceae Raiz, caule, Vig_na qnguiculata (L.) Walp. subsp. Fabaceae Sementes
folha cylindrica (L.) Verdc.

Actinidia arguta Actinidiaceae Frutos Vitex agnus-castus L. Lamiaceae Frutos
Actinidia chinensis L Actinidiaceae Frutos Vitis vinifera L Vitaceae Frutos
Actinidia deliciosa L. Actinidiaceae Frutos Xysmalobium undulatum L. Apocynaceae Raiz
Hylocereus undatus (Haw.) Britt. Cactaceae Frutos Zea mays L. var. saccharata (Sturtev.) Poaceae Sementes
et Rose Bailey

. . Folhas Zingiber officinale Rosc. Zingiberaceae Raiz
Hypericum perforatum L Hypericaceae
llex paraguariensis L. Aquifoliaceae Folhas Ziziphus mauritian aLam. Rhamnaceae Frutos
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Os dados extraidos dos diferentes artigos foram categorizados na Tabela 1. Nos
altimos 10 anos 21 métodos de determinagdo do acido oxalico e/ou CaOx em matrizes
vegetais foram desenvolvidos e apenas 1 validado de acordo com a legislagdo pertinente
(MERUSI et al., 2010). Métodos cromatograficos corresponderam a 52,38% dos estudos
analisados (Cromatografia liquida de alta eficiéncia correspondeu a 47,6%, cromatografia
gasosa correspondeu a 4,76%), seguidos pela espectrofotometria (28,57%) e titulometria
(19,04%). Métodos cromatogréficos sdo cada vez mais usados na determinacao de uma série
de compostos de interesse em diferentes matrizes complexas, pois, além de possibilitarem
uma adequada separacdo dos compostos de interesse dos demais componentes da amostra,
sdo métodos que permitem uma andalise de compostos com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, apresentam uma elevada sensibilidade e seletividade, versatilidade, detectabilidade
e possibilitam o uso de pequenas quantidades de amostra (uL) (MALVIYA et al., 2010;
DONG, LIANAS, 2013; COSKUN, 2016). Essas caracteristicas podem explicar porque essas
técnicas foram as mais frequentemente observadas. Apesar dos métodos cromatograficos
serem considerados sensiveis e seletivos, sdo caros e muitas vezes demorados, pois exigem
multiplas etapas de preparo das amostras complexas antes da analise, além de permitirem
uma separacdo menos eficiente que outros métodos (como a cromatografia gasosa) e ser de
dificil operacdo por iniciantes; essas desvantagens podem justificar os demais métodos

observados em nosso estudo.
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Tabela 1: Sumarizacdo dos principais dados extraidos dos estudos selecionados (autor/ano; pais do estudo, proposta, método de extragdo, metodo
de quantificacdo, janela de concentracdo de CaOx total e solGvel encontradas).

Autor/An Pais do Proposta Método de Método de Janela de concentracGes de oxalato total e
0 estudo extracdo quantificacéo solavel encontradas (mg/100g)
HONOW  Alemanha/ Determinar o teor de oxalato do cha Infusdo Cromatografico/ Oxalato total: ND
etal., China verde em funcdo da origem, HPLC Oxalatosoluvel: 8.3 to 139.8 mg
(2010) qualidade, época de colheita e
preparo
MERUSI Realizar uma analise simultanea de  Decoc¢do  Eletroforético/  Oxalato total: 784 + 177 a 1976 + 266
etal., Italia nitratos, nitritos e oxalatos em Espectrofotomét  Oxalato soltvel: ND
(2010) espécies vegetais de interesse rico
alimentar;
Comparar a retencéo de oxalato em Oxalato total: 34+3 a 1243 + 108
KORUS Polbnia dois tipos de produtos congelados Decoccdo  Espectrofotomét Oxalato Solavel: 12+8 a 695+97
etal., obtidos de trés espécies vegetais do rico/ Enzimético
(2011) Género Brassica.
Determinar o teor de oxalato de uma Oxalato total: n/d a 490.5 + 69
RUAN et China grande variedade de alimentos. Decocgdo  Espectrofotomét  Oxalato soltvel: ND
al., rico / Enzimatico
(2013)
Avaliar o teor de oxalato em Oxalato total: 290 £ 0,12 — 829 + 025
DAS Nova diferentes pratos de espinafre. Decocgdo  Cromatografico  Oxalato solavel: 0,58 + 0,04 — 6,40 + 0,13
GHOSH, Zelandia /HPLC
SAVAGE
(2013)
Construir um banco de dados
NGUYE Nova confidvel do teor total de oxalato Cromatografico  Oxalato total: 624 + 11 — 907 + 17
N; Zeléandia soltvel de vérias frutas disponiveis Maceragdo  /HPLC Oxalato soltvel: 565 + 9 — 648 + 11

na Nova Zelandia




SAVAGE
(2013)
Avaliar e quantificar o teor de Oxalato total: 3 £ 0,01 — 57 + 0,02
SIENER Alemanha  oxalato de remédios fitoterapicos e Maceracdo Cromatografico/ Oxalato soldvel: 0,58 +0,01 —18 £ 0,01
et al., suplementos dietéticos baseados em HPLC
(2015) extratos de plantas,
BRZEZIC Oxalato total: ND
HA-CIR Pol6nia Determinar as concentraces de Infusdo Titulometria Oxalato Solavel: 40 - 170
OCKA,G oxalato, magnésio e calcio no cha
REMBEC preto, escuro e verde e sua
KA, porcentagem de lixiviacdo para
SZEFER, infusdes.
(2016)
Oxalato total: n/d — 198,31
SIENER Alemanha  Determinar o teor de oxalato solivel Maceracdo Cromatografico  Oxalato soltvel: n/d — 197,14
et al., e total de varios tipos de sucos de /HPLC
(2016) frutas e vegetais, néctares e bebidas.
WILLIA Austrélia Investigar ~a  distribuicdlo e Maceracdo Cromatografico  Oxalato total: 1636 a 2638
MS et al., concentracdo  de  compostos /Decoccdo /HPLC
(2016) bioativos em varios tecidos de Oxalato soltvel: 400 a 1200
kakadu .
Determinar o teor de oxalato das Oxalato total: 433.8 + 7.9a835.4 £ 7.7
DU Vietnd folnas  frescas de  diversas Decoccdo  Cromatografico/ Oxalato soluvel 147.8 +4.5a339.7£ 7.3
THANH variedades de taro comumente HPLC
et al., cultivadas na regido central do
(2017) Vietnd
NGUYE Nova Identificar os efeitos da maturagdo, Cromatografico  Oxalato total: 2 + 0,0 — 640,2 + 21.2
N, LE, Zelandia secagem e da fermentacdo do cacau Maceragdo /HPLC
SAVAGE no conteldo total de oxalato Oxalato soluvel: n/d — 431.3 £5.3
, (2018)
SA et al., Brasil Realizar um estudo anatdbmico e Oxalato total: 5450 + 0.28 - 5920 + 0.47
2019A histoquimico das folhas de ~ Oxalato soluvel: 3380 + 0.11 - 4870 £ 0.11
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Averrhoa bilimbi e Averrhoa Decoccdo  Titulometria
carambola, além de determinar o
contetdo de &cido oxalico
SA et al., Realizar a caracterizacdo anatdmica, Oxalato total: 5640 £ 0.28 - 6270 £ 0.24 4.17
2019B Brasil histoquimica e determinar o teor de Oxalato soltvel: 4170 £ 0.27 - 4650 + 0.09
acido oxalico das Iaminas foliares Decoccdo  Titulometria
das espécies Annona muricata L. e
Annonas quamosa L.
Cromatografico  Oxalato total: 100.75 + 3.94 - 1112.40 + 19.00
Investigar as composicdes de /HPLC Oxalato soltvel: 58.50 + 1.44 - 866.31 + 14.87
SAVAGE Nova oxalato de folhas cruas e cozidas de  Decoccéo
: Zelandia galinha gorda colhida na Nova
VANHA Zelandia
NEN
(2019)
Determinar o teor de 4&cidos
SHIRAI Japéo organicos de chds  verde ND Cromatograifco/ Oxalato total: 800 — 1300
(2019) comerciais para melhorar sua GC
qualidade. Oxalato soltvel: ND
SRIKAN india Investigar 0S efeitos das Decoccdo  Titulométrico Oxalato total: 27 £ 0-120+£ 0
TH et al., temperaturas de secagem por ar
(2019) quente convectiva e pré-tratamentos Oxalato soltvel: ND

nas caracteristicas de secagem e
reidratacdo, bem como  nos
pardmetros de qualidade (cor,
textura e oxalato de célcio)
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GHOOR india Relatar a classificagdo nutricional Espectrofotomét  Oxalato total: ND
A, de microgreens com base nos niveis ND rico/ Enziméatico Oxalato solvel: 14.3+4.0 - 28.2+1.6
BABU, de doze nutrientes e oxalato.
SRIVIDY
A, (2020)
Testar duas abordagens separadas Oxalato Total: ND

HUYNH Vietna para reduzir o oxalato solivel em p6  Decoc¢do  Cromatografico ~ Oxalato Soluvel: 35.31 + 2.56 - 616.05 + 0.45
et al., de cacau: pela adicdo de célcio na /HPLC
(2020) forma de sais

Brasil Desenvolver um método para Infusdo Espectrofotomét  Oxalato total: ND
ROCHA determinar o oxalato em amostras de rico/Método
et al., chés. SPANDS Oxalato soltvel: 231+4.7 - 439+9.3 (mg/L)
(2020)

Alemanha  Determinar as concentragdes de Maceragdo Cromatografico  Oxalato total 467.3-523.9

SIENER oxalato total e soltvel de plantas das /HPLC Oxalato soluvel: 68.0 — 85.4
ET AL, familias Fabaceae, Convolvulaceae
(2020) e Malvaceae para 0

desenvolvimento de recomendacGes
dietéticas para pacientes com
calculo de oxalato de calcio

Abreviacdo: ND: Nao descrito; n/d: Nao detectado; GC: Cromatografia Gasosa; HPLC: Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia;
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Como mostrado na Tabela 1, apesar de menos usada, a titulometria levou aos maiores
niveis de &cido oxalico e/ou CaOx encontrados. Esses niveis elevados podem estar
relacionados ao uso de espécies vegetais ricas em acido oxalico e/ou CaOx ou com o0 uso de
processos de preparo da amostra que pré-concentram esses compostos organicos em etapas
anteriores a analise. Ainda, de acordo com Naik et al., (2014), métodos titulométricos sdo
largamente usados na determinacdo de acido oxalico e/ou CaOx em matrizes vegetais devido
a sua simplicidade, rapidez e baixo custo; embora care¢cam de seletividade.

A validacdo é imprescindivel no desenvolvimento de um método analitico para
garantir que ele seja adequado para o propdsito pretendido, capaz de gerar dados analiticos
altamente confidveis e reprodutiveis (ICH,1995). A validacdo inclui analisar uma séria de
procedimentos (como seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacao,
limite de deteccdo e robustez) padronizados por varias agéncias reguladoras como a Food
and Drug Administration e a Anvisa (FDA, 1994; BRASIL,2017) e associagfes como o
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use (ICH, 1994) que sdo aplicados a cada método analitico de forma flexivel e
variavel, a depender do propdsito da analise (LAL et al., 2019). De acordo com o quadro 3,
apenas 1 estudo validou a metodologia desenvolvida (MERUSI et al., 2020). De acordo com
Ravichandran et al., (2010), a ndo validacdo do método analitico compromete a qualidade
dos analiticos obtidos. A auséncia de um sistema de garantia de qualidade nos métodos de
analise de acido oxalico e/ou CaOx em matrizes vegetais somada a porcentagem de estudos
qualitativos experimentais (13,3 %) que foram excluidos dessa revisdo integrativa por
descricdo insuficiente da metodologia é preocupante, exple fragilidades e vieses analiticos

que pbe em risco a confiabilidade e interpretacdo analitica aos dados obtidos.



Quadro 3: Detalhamento metodologico dos estudos selecionados.

Referéncia

HONOW et al.,
(2010)

DAS GHOSH,
SAVAGE
(2013)

NGUYEN,
SAVAGE
(2013)

SIENER et al
(2015)

SIENER etal.,
(2016)

WILLIAMS et
al., (2016)

DU THANH et
al., (2017)

NGUYNULLN
et al., (2018)

Condicéao de extracao

Condicao de analise

METODOS CROMATOGRAFICOS

Oxalato sollvel: Extracdo aquosa com agua destilada
(Aquecimento a 90 °C por 5 ou 10 min)

Oxalato total: Extracdo Acida com HCI 0,2M
Oxalato soltvel: Extracdo Aquosa com dgua nanopura
(Aquecimento em banho-maria a 80 °C por 15 min)

Oxalato total Extracdo Acida com HCI 0,2M
Oxalato sollvel Extracéo aquosa com 4gua nanopura
(Incubacéo a 21 °C por 20 min.)

Oxalato total: Extragio Acida com HCI 2M
Oxalato sollvel: Extracdo aquosa com agua nanopura
(Tempo de extra¢des: 15 min)

Oxalato total: Extragdo acida com HCL 0,5M
(Filtracdo das bebidas com posterior extracéo)

Oxalato total: Extragdo Acida com HCI 25%
Oxalato sollvel: Extracdo Aquosa com dgua deionizada
(Incubagéo em forno a 80°C)

Oxalato total: Extragdo Acida: HCI 0,2M
Oxalato soltvel: Extracdo aquosa: Agua nanopura
(Banho-maria 80 °C por 20 min.)

Oxalato total: Extragio Acida com HCI 0,2M
Oxalato sollvel: Extragio agquosa com Agua nanopura
(Incubacéo a 21 °C por 20 min.)

Fase estacionaria: Coluna de Troca i6nica com reator
enzimético (oxalato oxidase)
Detecgéo UV-VIS
Fase movel: solucéo aquosa de EDTA (2,09/L)
ajustada para pH 5,0 com NaOH
Fase Estacionaria: Coluna de Troca idnica
Detecgdo UV-VIS: 210nm
Fase mavel: &cido sulflrico 25 mM

Fase Estacionaria: Coluna de Troca ibnica
Detecgdo UV-VIS: 210nm
Fase mavel: acido sulfirico 25 mM

Fase estacionaria: Coluna de troca i6nica
Deteccdo por supressdo ibnica
Fase mével: KOH 0,2mM

Fase estacionaria: Coluna de Troca ibnica com reator
enzimatico (oxalato oxidase)
Deteccdo UV-VIS
Fase movel: solugdo aquosa de EDTA (2,0g/L)
ajustada para pH 5,0 com NaOH

Fase estacionaria: Coluna C18
Detecgdo: UV/VIS em 214 nm.

Fase movel: tampdo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,4

Fase Estacionaria: Coluna de Troca idnica
Deteccdo UV-VIS: 210nm
Fase mavel: &cido sulflrico 25 mM
Fase estacionaria: Coluna de troca i6nica
Detec¢do: ND
Fase mével: &cido sulfarico 25 mM

Fase estacionaria: Coluna Silica compactada 30 m x 0,25

mm

Validacéo

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado

Nao validado
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SHIRAI (2019)

SAVAGE,
VANHANEN
(2019)

HUYNH et al.,
(2020)

SINER et al.,
(2020)

MERUSI et al.,
(2010)

KORUS et al
(2011)

RUAN et al.,
(2013)

GHOORA et
al., (2020)

ROCHA et al.,
(2020)

ND

Oxalato total: Extracdo Acida: HCI 0,2M
Oxalato soltvel: Extracdo aquosa: Agua nanopura
(Banho-maria 80 °C por 20 min.)

Oxalato soltvel: Extracdo aquosa com &gua nanopura,
solucdo CaCl, ou sonicagéo.
(Incubacéo por 20 min a 80 °C)

Oxalato total: Extragdo Acida com HCI 2M
Oxalato sollvel: Extracdo aquosa com Agua nanopura
(Incubagdo a 21 °C por 15 min.)

Gas de arraste: Hélio
Detector: lonizacéo
Rampa de Temperatura: 170 °C a 10 °C/ min-225°Ca 2,5
°C / min.
Fase Estacionaria: Coluna de Troca idnica
Detecgdo UV-VIS: 210nm
Fase mével: &cido sulflrico 25 mM

Fase estacionaria: Coluna de troca idnica
Deteccao: UV-VIS: 210 nm
Fase mdvel: Acido sulfirico 25mM

Fase estacionaria: Coluna de Troca idnica com reator
enzimatico (oxalato oxidase)
Deteccdo UV-VIS
Fase movel: solucdo aquosa de EDTA (2,0g/L)
ajustada para pH 5,0 com NaOH

METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Oxalato total: Extracio Acida com HCI 2N
Oxalato soltvel: Extracdo Aquosa com &gua destilada
(Agquecimento a 100 °C por 15 min sob agitacio)

Oxalato total: Extracdo Acida com HCI 2M
Oxalato soltvel: Extracdo Aquosa com Agua destilada
Aquecimento em banho de agua com agitacao 80 °C por
15 min.

Oxalato total: Extracio Acida com HCI 0/5M em banho

maria fervente por 20 min.

ND

ND

Tensdo de operacdo: 25 kV
Separacdo analitica: capilar de silica fundida (eletroforese
capilar)
Detec¢do: UV-VIS 214 nm.

Kit de oxalato para determinagdo quantitativa, utilizado de
acordo com procedimento n° 591 (Trinity Biotech, 2008).
Deteccdo: UV-VIS 590nm

Kit enzimatico para determinacédo de oxalato.
Incubagdo por 90 min
Detecgdo UV-VIS 555 nm

Kit enzimatico para determinacdo de oxalato.
Incubagdo da reacédo por 10
Detec¢do: UV-VIS em 450 nm

Método SPADNS que consistiu na determinacao
espectrofotométrica de oxalato foi construida com trés

Naéo validado

Nao validado

Nao validado

Estudo validado segundo
protocolo
EURACHEM (Preciséo,
linearidade, recuperacao,
efeito matriz, limite de
deteccdo e quantificacdo)

Nao validado

Nao validado

Nao Validado

Naéo validado
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BRZEZICHA-
CIROCKA,GR
EMBECKA,
SZEFER,
(2016)
SRIKANTH ET
AL.,(2019)

SAetal.,
(2019A)

SAetal.,
(2019B)

microbombas solendides de 10 (P1), 20 (P2) ou 40 uL (P3)

por pulso.

METODO TITULOMETRICO

Oxalato soltvel: Extracdo aquosa: Agua destilada (infusdo
por 5 min)

Oxalato total: Extracdo acida com HCI 6 mol/L + 190 mL
agua ultrapura
(Aquecimento a 100°C por 60 min.)

Oxalato total: Extracao acida: HCI 2N
Oxalato soluvel: Extracdo aquosa: 4gua destilada
Aquecimento em banho maria a 80 °C por 30 min

Oxalato total: Extracdo acida com HCI 2N
Oxalato sollvel: Extracdo aquosa com agua destilada
(Aquecimento em banho maria a 80 °C por 30 min)

Abreviacdo: ND: Ndao descrito.

Precipitacdo do oxalato com solugéo de CaCl, 5% e
acetona.
O precipitado foi solubilizado com Acido Sulfdrico e
titulado
com Permanganato de potassio a 0,02mol/L

Precipitacdo do oxalato com solucéo de CaCl; 5%. O
precipitado
foi solubilizado com Acido Sulfdrico e titulado com
Permanganato de potassio a 0,05 mol/L

Titulacdo direta com Permanganato de potassio a 0,02
) mol/L
Adicdo de Acido Sulfirico nos extratos aquosos.

Titulacdo direta com Permanganato de potassio a 0,02
) mol/L
Adicdo de Acido Sulflrico nos extratos aquosos.

Néo Validado

Nao Validado

Nao validado

Nao validado
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As espécies vegetais sdo consideradas matrizes complexas (ZYGMUNT, NAMIESNIK,
2003). Na determinacéo de seus metabdlitos primarios ou secundarios, a maxima extracao desses
componentes organicos e minima extracdo dos demais componentes enddgenos da matriz vegetal
sd0 importantes para o processo analitico, pois baixos niveis dos compostos de interesse e a
presenca de componentes enddgenos da matriz vegetal podem interferir negativamente com a
medida dos parametros analiticos. Nos métodos cromatograficos os interferentes endogenos
também contribuem com um maior desgaste do instrumento analitico e podem ser co-eluidos
juntamente com o analito de interesse, interferindo na analise.

Na literatura ha uma variedade de métodos usados para extrair/isolar compostos organicos
e inorganicos, ndo volateis, semi-volateis e volateis em uma série de matrizes (AHMED, SAROSI,
2019; SOUSA et al, 2019; ROFIEE, YUSOF, KEK, 2020). Entre os métodos mais usados para a
extracdo de metabolitos primarios e secundarios de matrizes vegetais, podemos citar: maceracao,
infusdo, percolacdo, decoccdo, extragdo continua quente (Soxhlet), extracdo em contra-corrente,
extracao assistida por microondas, banho ultrassénico, fluido supercritico e turbdlise, além disso,
a escolha do método de extracdo, entre outros aspectos, depende do composto de interesse, da
amostra e do instrumento analitico (ZHANG ET AL., 2018). Entre os estudos selecionados, 57,8%
usaram decoccdo, 26% maceracgdo e 5,2% infusdo e 15,7% dos estudos ndo descreveram o método
ou mesmo o tipo de extragdo usado (Tabela 1). O método analitico engloba desde a coleta da
amostra até o seu descarte, incluindo, o preparo da amostra e analise instrumental. A auséncia de
descricdo minuciosa de todas as etapas analiticas compromete o uso desses métodos quantitativos
experimentais por outros grupos de pesquisa interessados na determinacdo de acido oxalico e/ou
CaOx em matrizes vegetais.

De acordo com Nakata (2012), nas espécies vegetais, os cristais de CaOx sdo obtidos pela
conversdo do acido ascorbico a acido oxalico (produto final do metabolismo vegetal) com posterior
conjugacdo com o calcio intracelular nos vacuolos dos idioblastos. Quimicamente, o acido oxalico
tem solubilidade em &gua cerca de 4 vezes maior que o CaOx, praticamente insolivel em meio
aquoso (PRASAD, SHIVAY, 2017). Por outro lado, os sais de CaOx séo facilmente solubilizados
em meio acidificado (pH 2 - 4,5). Assim, para quantificar o &cido oxalico ndo conjugado (oxalato
soltvel), a extracdo aquosa € a mais indicada. Em contrapartida, o acido oxalico conjugado ou
CaOx total sdo melhor quantificados apds uma extragdo acidificada. Ambas condi¢bes sdo

observadas no quadro 2. Na extracdo acidificada, é conveniente a utilizagdo de HCI para quantificar
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0 teor de oxalato total. A utilizacdo de HCI corrobora a um teste bastante empregado na
caracterizacdo de cristais de CaOx na microscopia Optica, no qual pequenas quantidades de HCI
s&o adicionadas na amostra sob a laminula e é verificada a solubilizacio do cristal de oxalato (SA,;
SANTANA; RANDAU, 2016; SOUZA et al., 2018).

Independentemente do método de extracdo, uma série de fatores da amostra afetam sua
eficacia. Entre eles, podemos citar: origem, parte do material vegetal, processamento e tamanho de
particula. Além das variaveis da amostra, varios parametros experimentais afetam a eficiéncia dos
principais métodos de extracdo, como solvente extrator, tempo, potencial hidrogenidnico e
temperatura de extragdo, (TIWARI et al., 2011). Apesar da importancia desses fatores na
otimizacdo do processo de extracdo, nenhum estudo avaliou a influéncia de diferentes variaveis na
eficiéncia da extracdo. Assim como observado em nosso estudo, Hennionet al, (1998), menciona
que a otimizacao dos parametros de extracdo, ou sua minuciosa descricao, é negligenciada em uma
série de estudos quantitativos experimentais, 0 que pode acarretar no prejuizo no método de
quantificacdo dos compostos de interesse, com perda na seletividade, sensibilidade, preciséo e

exatiddo analitica.

CONCLUSAO

Uma vez que o consumo de &cido oxalico esta correlacionado como pega-chave no
surgimento ou agravo de problemas renais, evidencia-se uma preocupacao em relacdo a tematica,
principalmente no que diz respeito ao teor de &cido oxalico contido em espécies vegetais
consumidas pela populacéo, acarretando em producéo cientifica de estudos primarios. Entretanto,
esta revisdo observou que grande parte dos estudos sdo conduzidos com insuficiéncia descri¢ao

metodoldgica, desqualificando-os.

Além disso, € imperativo a utilizacdo de procedimentos que deem confiabilidade aos
resultados expostos, como a validagcdo metodoldgica, que foi escassamente utilizada nos estudos
agregados a esta revisdo, diminuindo, assim, a confianca em relacdo aos dados obtidos. Entretanto,
acreditamos que os dados aqui expostos séo de fundamental importancia para a comunidade médica
e cientifica, na medida em que podem contribuir como subsidio para decisGes na area médica, bem
como para dar continuidade e embasamento na realizacdo de posteriores estudos primarios que

visem explorar mais a temética.
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4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE QUANTIFICACAO

4.2 METODOLOGIA
MATERIAIS E REAGENTES

Reagentes

Agua ultrapura, grau HPLC. Acido oxalico 99,90 %, acido malico 99 %, &cido tartarico
99,90 %, acido ascérbico 99,00 % e &cido citrico 99,90 %, todos obtidos da Merck® (Merck®,
Brasil). Acido fosférico 85,00 % e &cido cloridrico 37,00 %, ambos fornecidos pela Dinamica
(Dinamica®, Brasil). Outros reagentes usados foram o &cido trifluoroacético (Sigma Aldrich®,
Brasil), acido acético glacial e &cido férmico 85,00 %, ambos fornecidos pela Synth®, Brasil,
metanol, grau HPLC (Merck®, Brasil ) e hidroxido de sodio, grau P.A. obtida da Fisher®, Brasil.

Instrumentacéo

Balanca analitica (AD200), com resolu¢édo 0,10 mg da empresa Marte®, Brasil; As analises
foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) da Shimadzu
Corp. (Quioto, Japéo) equipado com desgaseificador modelo DGU-20A3, duas bombas de alta
pressdo modelo LC-20AD, injetor automatico modelo SIL-20ACHT, controlador modelo CBM-
20A e um detector de arranjo de fotodiodos modelo SPD-M20A; Coluna cromatogréfica (Merck®,
Brasil) LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm) 250-4.6 (250 mm x 4,6mm; 5um); Coluna de guarda ou
pré-coluna LiChroCART® 4-4 (Merck®, Brasil) agitador mecénico SL-91 (Solab®, Brasil);e
pHmetro PHS-3E (lonLab®, Brasil). espectrofotdmetro UV/Vis (Global trade tecnology — UV-
5100). A aquisicdo, a integracdo e o processamento dos dados foram realizados utilizando o

programa LabSolutions verséo 5.54.

Material auxiliar

Material de pesagem (espéatula e pesa); balGes volumétricos de 10 mL, 50 mL e 100 mL;
pcipetas volumétricas de 1, 5, 10, 20 mL; pipetas automaticas 100-1000 uL; vials e septos para
HPLC (=1,5 mL); filtros para seringas com membrana Nylon VWR 0,45 um; erlenmeyer de 10 a
200 mL); purificador de agua — Direct Pure — (Rephile®, USA); SPE Discovery-DSC-SAX
(Merck®, Brasil).
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COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Inicialmente, a coleta do material (pool de folhas com n=>5) vegetal foi realizada em Recife
(PE) em maio de 2020 com posterior confeccdo das exsicatas e identificagdo em herbario que gerou
um numero de tombamento de 91181 para Artocapus altilis (parkinson) fosberg., (também
conhecido como jaca). Em seguida, as laminas foliares foram secas em estufa por 48 horas a 60°C.
O material seco foi triturado, tamisado e acondicionado em recipientes especificos até 0 momento

da analise.
CARACTERIZACAO DOS CRISTAL
Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Amostras de laminas foliares foram fixadas com solucéo contendo glutaraldeido 2,50 % e
tampao cacodilato 0,1 M e pés-fixadas em solucdo de 6smio 31 2% e tampdo cacodilato 0,10 mol.
L. Apds desidratacio em série etilica (uma série de solucdes alcodlicas em concentragdes
diferentes, chegando até o alcool 100%), o material foi submetido a secagem em ponto critico (Bal-
Tec CPD 030). Em seguida, as amostras foram acondicionadas em stubbs, metalizadas com ouro
(HADDAD et al., 1998) e analisadas em microscépio eletronico de varredura (Quanta 200 FEG)
no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), localizado em Recife-PE.

Andlise da composi¢cdo quimica elementar

Secc0es transversais de laminas foliares foram processadas de acordo com a metodologia
descrita acima para as analises em MEV. Microanalises quimicas por Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS) foram realizadas com emprego de um detector de raios X acoplado a um

microscopio eletronico de varredura (Zeiss EVO-LS15).
DESENVOLVIMENTO CROMATOGRAFICO
Determinagdo do comprimento de onda ideal (Amax)

A determinacdo do comprimento de onda ideal (Améax) para a andlise foi obtido por
varredura espectral, entre 200 e 900 nm, de uma mistura de 1,5 mol. L HsPO4 e solugio padréo

de 1 mg. mL? 4cido oxalico, pH 2,5 (denominada de Solugdo de Leitura, SL) empregando um
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espectrofotdbmetro UV/Vis (Global trade tecnology — UV-5100) sem adicdo da solugdo padréo foi

usado para zerar inicialmente a leitura

Planejamento unifatorial para otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas

A otimizagdo dos principais parametros experimentais seguiu um planejamento fatorial
univariado. Nesse caso, cada uma das variaveis foi avaliada individualmente em diferentes niveis,
fixando um nivel para os demais parametros experimentais e, por conveniéncia, modificando os
niveis de cada variavel sob investigacdo de modo a identificar aquele que proporcionou a maxima
resposta analitica . Na andlise cromatografica foram variados os componentes da fase movel e
outros fatores que afetam o desempenho analitico, como, por exemplo, o potencial hidrogenidnico
(pH). Em uma investigacédo preliminar, a partir de uma metodologia pré-definida, a influéncia dos
parametros experimentais que influenciam o processo de separagdo do analito foi medida a partir
das respostas cromatogréaficas para cada uma das variaveis investigadas (proporc¢édo de modificador

organico, tipo de acido adicionado a fase aquosa e pH da fase movel) (Quadro 4)

Quadro 4 — Variaveis estudadas para otimizar fase moével.

Niveis Fase aquosa pH
Acido f6sforio 1,50 mol. L™ (HsPO,)
Acido cloridrico 1,50 mol. L™ (HCI)
Acido trifluoroacético 1,50 mol. L™ (TFA)
Tampéo Fosfato de sddio 0,02 mol. L™
Acido Acético 1,50 mol. L* (CH;COOH)
Acido Férmico 1,50 mol. L™ (CH,0,)

n=6 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0, 4,5

Para investigar a influéncia dos diferentes tipos de &cido adicionado a fase aquosa,
quantidades suficientes de cada acido ou solucdo tampdo foram adicionadas a dgua ultrapura sob
agitacdo constante, enquanto os niveis de pH e metanol foram fixados em 2,5 e 0,5%,
respectivamente. Em seguida, o agente acidificante ideal foi fixado e a influéncia do pH da fase
movel foi investigada em diferentes valores de pH (de 2 a 4,5, com variacdo de 0,5 entre 0s niveis).
Por fim, a influéncia do modificador organico foi investigada adicionando diferentes propor¢oes
de metanol na fase maével (1 %, 2 %, 4 % e 8 %), fixando o pH da fase mdvel em 2,0 e acidificando
a fase aquosa com acido fosforico 1,5 mol. L. As analises foram realizadas de forma cumulativa,

ou seja, o resultado da primeira analise era agregado nas etapas sucessivas. Os resultados foram
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avaliados e comparados em termos de area absoluta a partir dos cromatogramas obtidos em cada

analise.

Essas condicdes otimizadas foram usadas em uma andlise cromatograficas comparativa (em
triplicata, n=3) entre as solucdes padréo de diferentes acidos, em metanol, comumente encontrados
nas espécies vegetais de interesse, e que poderiam interferir com a seletividade do método analitico,
e uma solugdo padréo do acido oxalico, em metanol. Os possiveis interferentes analisados foram
acido tartarico, acido malico, &cido ascorbico e &cido citrico. Todas as solu¢bes padrdo foram
preparadas a 200 pg. mL* a partir das solucGes padrdo de trabalho (SQT). SQT foram preparadas

diariamente.

METODOLOGIA DE EXTRACAO
Preparo do extrato

O oxalato total foi extraido suspendendo 1,0 g do amostras (lamina foliar) homogeneizadas
(trituradas) da espécie vegetal (Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. com 20 mL de HCI 2 mol.
L % a 21 °C, por 15 min (Adaptado — Siener et al., 2006). O extrato foi centrifugado e o
sobrenadente foi filtrado em filtro seringa de 0,45 um. Os extratos foram feitos no mesmo dia em
que foram realizados os experimentos ou a analise com o intuito de preservar as caracteristicas

fisico-quimicas.

Desenvolvimento de metodologia de clean up com SPE de Troca idnica

A metodologia de clean up é extremamente indicada antes da injecdo de amostras
complexas. Essa etapa visa eliminar a interferéncia da matriz na resposta obtida, bem como

minimizar os riscos de danifica¢do ao instrumento analitico

Planejamento unifatorial dessorvente

A escolha do dessorvente (agente que ira realizar a eluicdo na SPE) foi feita seguindo um
modelo de planejamento fatorial univariado. Para tanto, foram investigadas solu¢des padrdo de
acido sulfurico, acido cloridrico e &cido nitrico, todas na concentragdo de 0,2 mol. L. As demais

condic¢des experimentais foram mantidas constantes (volume do dessorvente: 2 mL; condicionante:
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3 mL de metanol, seguida de 3 mL de agua; solvente de limpeza: 6 mL de agua ultrapura; pH da

amostra: 4). O fator de dilui¢cdo adotado nesse estudo foi igual a 2.

A partir do extrato obtido anteriormente, uma aliquota de 5 mL foi centrifugada, filtrada
em filtro de seringa de 0,45 um e diluido 1:1 com uma solucdo padrdo de acido oxalico 450 pg.
mL* Por fim, o pH foi ajustado para 4 com hidroxido de sodio (NaOH) 6 mol. L. O volume da
amostra foi de 1 mL e ao fim, o eluato foi diluido com a fase mdvel (1:1). Os resultados de area
absoluta foram comparadas através do programa Prism — GraphPad e os cromatogramas foram

obtidos utilizando o programa Originlab 7.

Planejamento unifatorial do condicionante

Apbs a escolha do dessorvente, um modelo de planejamento fatorial univariado também foi
seguido para a escolha do condicionante. O condicionante A foi constituido de 3 de metanol,
seguido de 3 de 4gua ultrapura e o B de NaOH 0,1 mol. L. Os demais fatores nio foram variados
(dessorvente: H2SO4 0,2 mol. L; volume do dessorvente: 2 mL; solvente de limpeza: 6 mL de
agua ultrapura; pH da amostra: 4). Os resultados de area absoluta foram comparadas através do
programa Prism — GraphPad e os cromatogramas foram obtidos utilizando o programa Originlab

versao 7.

Planejamento fatorial completo

A influéncia dos fatores (i) volume do dessorvente, (ii) concentracdo do dessorvente, (iii) pH da
amostra e (iv) volume do condicionante na intensidade da area dos picos cromatograficos dos
analitos de interesse foi investigada por meio de um modelo de planejamento fatorial 2* completos
constituido de 16 experimentos mais um ponto intermediario em triplicata (n=3), o que confere um
total de 19 experimentos. Na Tabela 2 os valores dos niveis de cada fator séo apresentados, 0s quais
foram estabelecidos de acordo com dados da literatura e em experimentos prévios, considerando
as limitacOes do sistema experimental. Os experimentos foram efetuados de maneira randémica e
a analise estatistica dos resultados foi feita usando o programa STATISTICA versdao 10.0
(STATSOFT, 2010).
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Tabela 2 - planejamento fatorial 24 completo com ponto central para otimizacdo dos parametros da
extracdo em fase sélida por troca ibnica (SPE de Troca i6nica)

Fatores Niveis
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Dessorvente (mL) 1,0 mL 2,0 mL 3,0 mL
Dessorvente (mol. L) 0,20 mol. L 0,30 mol. L? 0,40 mol. L1
Volume condicionante 2,0 mL 4 mL 6,0 mL
pH da amostra 4,0 5,50 7,0

Uma solucdo de 450 pg. mL™ e acido oxalico foi preparada e usada como fortificador. O fator de

diluicdo variou entre 2 e 6.

VALIDACAO
Linearidade

A fim de estabelecer a linearidade do método, curvas analiticas foram preparadas usando
cinco pontos em triplicata (n=3) de amostras do extrato de Artocarpus altilis L. forticadas com
padrdo analitico de acido oxalico em uma concentragéo final de 5; 15, 25, 35 e 45 pg. mL™. Curvas
de calibracdo com coeficiente de variacdo menor que 15 % foram aceitos. A analise estatistica dos
dados foi obtida pelo método de regresséo linear dos minimos quadrados e expressa pela seguinte
equacao de primeira ordem:

y=ax+b 1)

onde, (a) corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinacdo da reta e (b) corresponde ao
coeficiente linear, dado pelo ponto de interse¢do da reta com o eixo das ordenadas. A faixa linear
foi calculada utilizando o coeficiente de correlacgdo (r). Curvas de calibracdo com o coeficiente de
correlacdo igual ou maior que 0,99 foram consideradas lineares. O modelo estatistico de regressdo
foi avaliado também através do teste de falte de ajuste do modelo de regressao e pelo grafico de

dispersdo de residuos.
Limite inferior de quantificagio

O resultado do limite inferior de quantificacao (LQ) foi calculado a partir de 3 curvas de calibracao
das amostras fortificadas com padréo analitico de oxalato de célcio pela formula:

_ 10x o
T IC

@)
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Em que: IC € a inclinacdo da curva de calibragdo, o é 0 desvio padréo.

Efeito matriz

As curvas foram estabelecidas da mesma forma que na linearidade para os mesmos niveis
de concentracdo em triplicata (n=3). SolucGes do padrdo analitico de &cido oxalico nas
concentragdes de 5; 15, 25, 35 e 45 pg. mL™ foram preparados e, em seguida, outras 5 solucdes
também foram preparadas nas mesmas concentracdes; porém estas foram contaminadas com o
extrato vegetal. A avaliacdo do paralelismo foi realizada pela analise estatistica do coeficiente

angular entre as 2 curvas.

Preciséo e exatidao intra-ensaio
A precisdo e a exatidao intra-ensaio foram avaliadas através da andlise de amostras do
extrato vegetal enriquecidas com padréo analitico de acido oxalico na concentracdo final de 15, 25

e 35 pug. mL* (n = 3 para cada concentragio).

Preciséo e exatidao inter-ensaio

A precisdo e a exatidao foram avaliadas atraves da analise de amostras do extrato vegetal
enriquecidas com padréo analitico de acido oxalico na concentracéo final de 15, 25 e 35 pg. mL™?
(n = 3 para cada concentracdo). As 9 amostras foram preparadas (baixa, média e alta

concentracédo) de forma independente, por 2 operadores e em 2 dias diferentes.

Robustez

Os parametros avaliados na robustez foram: pH da fase mével (2,10; 2,30 e 2,50), proporcao
de metanol (2%, 4% e 5%) e fabricante de metanol (Lichrosolv® e Honeywell®). O ensaio foi
realizado em triplicata (n=3) e os resultados obtidos foram avaliados a partir da media e desvio

padréo (desvio padréo relativo).
Aplicagdo do método

Amostras do extrato de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. foram analisadas em
duplicata de acordo com o método desenvolvido e validado. Os picos cromatograficos foram
confirmados como sendo de &cido oxalico apds comparagdo com os picos cromatograficos das

solucdes-padrdes.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA ELEMENTAR DOS CRISTAIS

Através da andlise via MEV-EDS foi possivel identificar que a composicdo quimica dos

cristais presente em Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg. é de CaOx (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Microscopia eletrénica de varredura e composicao quimica elementar dos cristais na
lamina foliar de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg.

Weight%

c C o] Ca

A: drusa; B: difratograma; C: percentual de peso dos constituintes quimicos do cristal.
Abreviaturas: dr: drusa. Barra = 2 um. Fonte: Autor proprio.

Figure 4 - Microscopia eletrdnica de varredura e composi¢cdo quimica elementar dos cristais na
lamina foliar de Artocarpus altilis (parkinson) fosberg

A: drusa; B: difratograma; C: percentual de peso dos constituintes quimicos do cristal.
Abreviaturas:: A =1 um. Fonte: Autor proprio.
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DESENVOLVIMENTO CROMATOGRAFICO

Selecdo do comprimento de onda

Ap0s andlise do espectro de absor¢do do acido oxalico na amplitude de 200 a 900 nm, foi
verificado que a absorbancia diminui acima de 230 nm. Desta forma, um novo espectro de
varredura foi realizado entre 200 e 230 nm (Figura 5). O acido oxalico tem absor¢do maxima em
208 nm, todavia, diversos outros componentes na amostra ou as préprias solu¢des de composicdo
da fase movel podem absorver na faixa de 190 a 210 (BUENO et al, 2012). Além disso, é esperado
uma grande concentracdo de acido oxalico nas amostras, ja que os cristais CaOx constitui grande
parte do peso das folhas das espécies vegetais (LIBERT; FRANCESCHI, 1987; HORNER,et al.,

1997). Desta forma, foi escolhido o comprimento de 220 nm para leitura nas analises subsequentes.

Figure 4 — Espectro de varredura do &cido oxalico solubilizado em H3PO4 e metanol (99:1) e pH
2,0 (200-230nm)
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Fonte: autor préprio.

Otimizacao da fase movel (Solvente aquoso)

Para favorecer as espécies mais apolares do acido oxalico, a maior parte dos estudos que
utilizam cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa (WANG et al., 2016;

WILLIAMS et al., 2016), adicionam diferentes acidos para manter o pH da fase aquosa < 2,5.
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Nesse sentido, diferentes acidos/tampao (acido cloridrico 1 mol. L, 4cido trifluoroacéticol mol.
L, acido formico 1 mol. L%, 4cido fosférico 1 mol. L™ e tampéo fosfato 20 mM pH 2,0) foram
adicionados a fase aquosa (sob condi¢cdes que mantinham o pH > 2.0 para ndo comprometer a
integridade da fase estacionaria) e a maxima eficiéncia foi medida considerando o perfil simétrico
dos picos cromatograficos e as areas absolutas correspondentes as analises cromatograficas apds

adicdo dos diferentes acidos (Figura 6).

Figura 5 - Areas absolutas dos sinais analiticos de uma mesma amostra (acido oxalico 200 pg.
mL™) frente a diferentes acidificantes da fase mével.
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Condigao cromatografica: Fase mével: pH: 2,5; fluxo: 1 mL.min; 0,50% metanol. Fonte: autor proprio.

Como pode ser observado na Figura 6 HsPO4 como agente acidificante contribuiu com o
maior quantitativo absoluto em area. Em um estudo realizado por Wang et al (2014), os autores
utilizam HPLC em fase reversa (C18) para quantificacdo de &cidos organicos em uma espécie
vegetal e discutem que € adequada a utilizacdo de &cido fosfoérico como acidificante da fase mével.
Além disso, de acordo com a Figura 7 os sinais cromatogréaficos correspondentes a cada tipo de
acido apresentavam similar simetria, tempos de retencdo muito proximos. Todavia, 0 &acido
fosforico foi escolhido como acidificante da fase movel, pois além de apresentar uma maior
recuperacdo em area absoluta, € um reagente de menor custo em comparacdo ao TFA e menos
danoso ao sistema cromatogréfico e a coluna cromatogréfica que o HCI e o tampéo fosfato. O &cido
férmico e o acido acético ndo apresentaram resposta adequada, por isso foram descartados do

estudo.
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Figura 6 - Cromatogramas de uma mesma amostra (acido oxalico 200 pg.mL™) frente a diferentes
acidificantes da fase movel
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Condigao cromatografica: Fase mével: pH: 2,5; fluxo: 1 mL.min; 0,50% metanol. Fonte: autor préprio.

Otimizacéo da fase movel (pH)

Apds escolha do acidificante da fase movel, foi realizado a otimizacdo do pH, analisando
uma faixa de 6 niveis, de 2 a 4,5 com variacdo de 0,5 no valor. A Figura 8 mostra que com pH 4,5

ha um maior valor em area absoluta.

Figura 7 - Areas absolutas dos sinais analiticos de uma mesma amostra (acido oxalico 200 pg.
mL?) frente a diferentes pHs da fase mdvel.
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Condicdo cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com HsPO,:Metanol (99,5:0,50); fluxo:
1 mL.mint; Fonte: autor proprio.
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Entretanto, o cromatograma comparativo entre os picos correspondentes a cada ponto de
pH (Figura 9) indica que ha uma diminuicdo no tempo de retencdo do &cido oxalico conforme o
aumento do pH. Esse comportamento evidencia uma menor interagdo do acido oxalico com a fase
estacionaria (C18) provavelmente relacionado a formacéo de ions. Além disso, hd uma gradativa
perda na simetria dos picos a medida que ha um aumento no pH da fase mével, ficando mais
evidente com o surgimento de um segundo sinal analitico que também pode ser justificado pela

formacéo de espécies idnicas em equilibrio quimico ou degradacédo do analito.

Figure 8 - Cromatogramas de uma mesma amostra (acido oxalico 200 pg. mL™?) frente a
diferentes pHs da fase mével (H20 + H3PO.).
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Condicdo cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com H3PO4:Metanol (99,5:0,50); fluxo:
1 mL.min; pH: 2-4,5. Fonte: autor proprio.

Figuras de mérito

O fator de retencdo, k, (Tabela 3) descreve a taxa de migragdo de um analito em uma coluna.
Seu valor deve estar entre 0,50 e 20, pois em valores muito baixos, a eluicdo é tdo rapida que se
torna muito dificil determinar com exatidao o tempo de retencdo e em valores muito altos, a eluicéo
exige muito tempo de analise (POOLE, 2003).
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Tabela 3 - Parametros cromatograficos obtidos em diversos pHs para o &cido oxalico

pH Tr K N
2,0 2,94 0,49 1400
2,5 2,69 0,31 880
3,0 2,45 0,13 490
3,5 2,25 0,09 290
4,0 X X X
45 X X X

O fator de retencédo pode ser calculado pela equacéo 3.

_tr—tm

k= ©)

tm

Onde, tr corresponde ao tempo de retencdo do composto de interesse e Tm ao tempo morto.
O numero de pratos tedricos (N) (Tabela 3) € uma medida indireta da largura do pico a um dado
tempo de retencdo. Colunas com um numero alto de pratos tedricos sdo consideradas mais

eficientes e apresentardo picos mais estreitos e pode ser calculado a partir da equacéo 4.

N =16(Tr/Wbh)? (4)

Onde, Tr corresponde ao tempo de retencdo do composto de interesse e Wb a largura da
base do pico. Para o acido oxalico, N foi igual a 880,8. De acordo com a FDA (1997), o nimero
de pratos teodricos deve ser superior a 2000. O baixo nimero encontrado para N é devido ao baixo
tempo de retencéo do acido oxalico, todavia, ndo havendo interferente que coelua com o analito de
interesse, 0 método atente ao objetivo proposto.

Pode-se observar que ha uma gradativa diminuicdo nos valores de k a cada aumento na
faixa de pH. k maximo foi obtido em pH 2,0 e mesmo em pH extremo, o &cido oxalico ainda
interage pouco com a fase estacionaria. Com o surgimento de um segundo sinal analitico, ndo foi
possivel determinar o tempo de retencdo e os demais parametros cromatograficos nos pHs de 4,0
e 4,50. Ademais, como consequéncia da baixa interacdo do analito com a fase estacionéria, o
namero de pratos tedricos também diminui de valor, todavia, os sinais apresentam-se simétricos
até pH de 3,0.
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Por ser um acido diprotico, o acido oxalico pode se comportar de maneira diferente em
diferentes faixas de pH. Isso se deve ao fato de que compostos &cidos, em decorréncia de suas
caracteristicas fisico-quimicas (grau de ionizacdo) podem se tornar mais ou menos soliveis
(KETTLER; WESOLOWSKI; PALMER; 1998). De acordo com a constante de dissociagdo do
acido oxalico, é possivel inferir que quanto menos prétons (H*), ou seja, quanto maior o pH, mais
o equilibrio é deslocado para a formacdo do oxalato ((C204) ) (ATKINS; PAULA, 2006).

H,C20s = HC,O4 + H* (5)

HC.0s = (C204) 2 + H* (6)

Ademais, 0 &cido oxalico apresenta 2 constantes de dissociacdo: pKal = 1,46 e pKa2= 4,40
(PUBCHEM, 2020). Isso significa dizer que quando em solu¢do com pH de 1,46 o acido oxalico
se encontra 50% na forma de H2C>0450% na forma de HC,04 e quando em pH 4,40, encontra-se
50% na forma HC204 e 50% na forma de (C204) 2. Em outras palavras, o pH da solucdo interfere
diretamente na separagdo cromatografica uma vez que os diferentes graus de ionizagdo do &cido
oxalico interferem diretamente na polaridade da molécula.

Na forma anibnica, devido as cargas residuais negativas, o oxalato pode facilmente se
conjugar a metais presentes no meio e se precipitar, acarretando em entupimentos no sistema e na
coluna cromatografica. Por outro lado, embora a diminuicdo do pH da fase movel favoreca a forma
molecular do acido oxalico (H2C204), 0 baixo pH pode diminuir o tempo de vida (til da coluna
cromatografica que apresenta um limite minimo de pH em 2,0. Todavia, optou-se pela utilizacéo

do pH limite inferior tendo em vista o0 baixo tempo de retencdo obtida em pH maiores.

Otimizacéo da fase movel (% metanol)

Nesta etapa, procurou-se ajustar uma propor¢do minima de metanol com o intuito de
preservar as caracteristicas da fase estacionaria (coluna cromatografica) ao longo das analises. O
acido oxalico apresenta baixa solubilidade em solventes apolares, podendo ocorrer cristalizagdes,
contudo, apresenta moderada solubilidade em metanol (HUSSAIN, KHAN SHARBER, 2012),
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assim, o metanol foi utilizado na conducéo desse experimento nas proporcdes de 0,1%, 2%, 4% e
8% (Figura 10).

Figure 9- Areas absolutas dos sinais analiticos de uma mesma amostra (4cido oxalico 200 pg/mL)
frente a diferentes proporcGes de metanol da fase movel.
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Condicao cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com H3PO4:Metanol (92-99:1-8); fluxo:
1 mL.min; pH: 2,0. Fonte: autor préprio.
1
Os valores de area absoluta aumentaram conforme houve o aumento de proporcdo de
metanol na fase movel (Figura 10) todavia, esse aumento pode estar relacionado com perda de
simetria do pico, evidenciado pelo ao alargamento de pico. Além disso, ha uma ligeira diminuicéo
no tempo de retencdo em proporgdes maiores de metanol, o que pode ser explicado pelo aumento
da fase organica, que aumenta a forca de eluicdo cromatogréfica e diminui o tempo de retengdo do
analito. A utilizacdo de fases 100% aquosas pode diminuir o tempo de vida atil da coluna
cromatografica a longo prazo, pois aumenta a taxa de perda dos grupos silanos devido a hidrolise
da ligacdo siloxano que liga o silano ao suporte na coluna cromatografica (COLINS et al., 2016),
portanto, foi escolhido a proporcao de 1%. Destaque-se aqui que 0s pardmetros cromatogréaficos

calculados na sesséo anterior, ndo se alteraram para proporg¢édo de 1% em metanol.
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Figure 10- Cromatogramas de uma mesma amostra (acido oxalico 200 pg. mL™) frente a
diferentes proporcdes de metanol da fase movel.
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Condigdo cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com HsPO,:Metanol (92-99:1-8); fluxo:
1 mL.mint; pH: 2,0. Fonte: autor préprio.

Condic6es cromatogréaficas otimizadas

Fase estacionaria C18; fase mdvel composta por dgua acidificada com H3PO4 (1,5 mol. L
1y e Metanol (99:1); pH 2,0; fluxo de 0,6 mL. min™t e comprimento de onda em 220 nm.

Este método foi aplicado na analise cromatografica de uma amostra com possiveis &cidos
interferentes: Acido malico, acido tartérico, acido citrico e acido ascorbico. Esses acidos organicos
de cadeia curta estdo presentes na maior parte das espécies vegetais (BUCIO et al, 2001) e tém
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao analito de interesse (&cido oxalico). O
cromatograma descrito na Figura 11 sugere que houve boa separagdo de todos os acidos da amostra
utilizando o método proposto. O perfil de eluicdo e separagdo foi bastante parecido com o0s
resultados oriundos do estudo realizado por Wang et al., (2014), no qual os autores utilizam
condi¢cbes cromatograficas semelhantes para analise de acidos orgéanicos de cadeia curta em

matrizes vegetais.
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Figura 11- Cromatograma do acido oxalico; acido tartarico, acido malico; acido ascérbico e acido
citrico obtido utilizando o método cromatografico desenvolvido.

50000
40000

30000

mAU

20000

10000

0 2 4 6 8 10
Tempo (min)

Legenda: 1: acido oxalico; 2: acido tartarico; 3: acido malico; 4: acido ascorbico; 5: acido citrico.
Condicdo cromatogréfica: Fase mdvel: Agua ultrapura acidificada com H3sPOa4:Metanol (99:1); fluxo: 1
mL. min%; pH: 2,0. Fonte: autor proprio.

A resolucdo dos picos cromatograficos (pardmetro que serve para avaliar a separagdo
cromatografica de sinais adjacentes) foi calculada entre o sinal do &cido oxalico e do acido tartarico

a partir da equacao 5.

Rs =2 Tr2-Tr1l (7)

wi1i+w?2

onde, Trz corresponde ao tempo de retencdo do composto mais retido e Tri do menos retido. Wi e
W> correspondem as larguras dos picos do composto menos retido e do mais retido,
respectivamente. O valor da Rs entre os sinais 1 e 2 foi de 2,2, evidenciando uma boa separacao
cromatografica. Uma resolucdo entre sinais cromatogréaficos de 1,0 significa somente 2,3% de
sobreposicao, para resolucdo igual a 1,5, somente 0,1% e nenhuma sobreposicdo a partir de
resolucéo superior a 1,8 (CASS; DEGANI, 2001; FERRAZ, 2001).

Ao fim, a condicdo cromatografica desenvolvida consistiu em uma fase movel 99:1
(a4gua:metanol); pH da fase mével em 2,0 (acidificada com HsPO4 1,5 mol. LY) e fluxo em 0,6

mL.min.
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4.3.1 Desenvolvimento de metodologia clean up com spe-troca iénica

De forma geral, a otimizacdo do método extrativo baseou-se em utilizar uma etapa de clean-
up (com SPE- troca i6nica) do extrato vegetal com o intuito de minimizar os ricos de entupimento
da coluna decorrente de precipitacdes, uma vez que a utilizacdo de pré-colunas pode nédo ser
suficiente para reter todos os possiveis interferentes do extrato vegetal bruto e que podem vir a
precipitar no sistema cromatografico (Gama, Chaves, 2019). Os métodos de otimizacao univariada
estdo presentes em diversos estudos, entretanto € uma metodologia que vem sendo pouco aplicada
nos desenvolvimentos e otimizacdo de métodos, uma vez que no planejamento unifatorial ndo ha
uma anélise na interagdo entre as variaveis, o resultado obtido ndo necessariamente corresponde as
condigdes que levam ao “6timo verdadeiro” (Zamora et al., 2004, Kowalski et al., 2013). Desta
forma, os estudos univariados ficam basicamente restritos a etapas preliminares de estudos mais

complexos, como os planejamentos multifatoriais (Grigolo et al., 2018).

Andlise unifatorial (dessorvente)

Inicialmente, observou-se, a partir do cromatograma, que a utilizacdo do acido nitrico
ocasionava o surgimento de um sinal analitico interferente de alta intensidade muito proximo ao
sinal do acido oxalico. Desta forma, o acido nitrico foi descartado. A Figura 13 mostra que 0s
valores absolutos de area para o HCL e H2SO4 foram muito proximos, todavia, com 0 H2SO4 0

sinal analitico mostrou maior simetria.
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Figura 12 - Areas absolutas dos sinais analiticos obtidos ap6s extragio por SPE-troca ionica,
utilizando como dessorvente o HCL ou H2SOa.
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Condicao cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com HsPO,:Metanol (99:1); fluxo: 0,6
mL. min%; pH: 2,0. Fonte: autor préprio.

Luque al.,, 2002 desenvolveram um método extrativo por SPE-troca idnica para
determinacéo de acidos carboxilicos de cadeia curta em amostras de mel. Nesse estudo, os autores
escolheram o H2SO4 como dessorvente e obtiveram bons resultados. Desta forma, o acido sulfarico
foi escolhido como dessorvente e utilizado nas etapas posteriores.

Analise unifatorial (Condionante)

Definido o dessorvente, prosseguiu-se com a escolha do condicionante. A escolha do tipo
de condicionante assim como o do dessorvente, foi baseado na analise de estudos prévios que
analisaram o teor de acido oxalico e utilizaram SPE como método extrativo (RODRIGUES ET AL.,
2006; GUILHERME, RODRIGUES, PINTO, 2008; LUQUE ET AL., 2012, TRUJIRO-VARGAS
ET AL., 2019). De acordo com a Figura 13, com a utilizacdo de agua e metanol como solvente
condicionante foi possivel obter uma maior &rea absoluta em comparacdo ao NaOH.
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Figura 13- Areas absolutas dos sinais analiticos obtidos apds extracdo por SPE-troca idnica,
utilizando como condicionante 0 NaOH ou H.O + MetOH (1:1).
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Condicdo cromatografica: Fase mével: agua ultrapura acidificada com H3PO.:metanol (99:1); fluxo: 0,6
mL. min't; pH: 2,0. Fonte: Autor proprio.

Diversos estudos obtiverem bons resultados utilizando agua: metanol como solvente
condicionante (Rodrigues et al., 2006; Guilherme, Rodrigues, Pinto, 2008), todavia, Luque et al.,
2012, durante a otimizagdo do seu método SPE-Troca idnica, observou que o0 NaOH 0,1 mol. L
foi o solvente condicionante que obeteve os melhores resultados, porém, em nosso estudo, 0 uso
desse solvente ndo proporcionou boa eficacia ou boa area do sinal analitico, pois a retencdo do
acido oxalico na fase solida foi muito inferior quando o condicionante usado era agua:metanol.

Desta forma agua: metanol foi escolhido como solvente condicionante e usado nas proximas etapas.
Planejamento Multifatorial
Procedimentos envolvendo a otimizagdo multivariada, como o planejamento fatorial

completo, vém sendo largamente utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos
(FERNANDEZ et al., 2014; TAHERI et al., 2015) por serem mais econdmicos e efetivos. Eles
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permitem a avaliacdo dos efeitos de interacdo e a otimizacdo de mais de uma variavel
simultaneamente. 1sso é alcancado com um menor nimero de ensaios, menor custo operacional e
menor tempo gasto para obter as condi¢Ges o0timas do método de extragdo (STALIKAS et al.,
2009). Neste estudo foram necessarios 19 experimentos, realizados de forma aleatéria em um
Unico dia.

O quadro 7 descreve a matriz com os parametros reais e codificados e as respostas para
todos os analitos. E possivel verificar que as areas de maior valor foram obtidas no experimento 2
e 8. Destaca-se que ndo ha na literatura matrizes de planejamento multifatorial para o
desenvolvimento de métodos extrativos por SPE-Troca idnica.

Quadro 7 - Matriz com valores ndo codificados e respostas.

ensaio Volume Dessorvente | Volume pH da Area do
dessorvente | mol. L? condicionante | amostra Sinal
(mL) (mL) analitico
1 1 0,2 2 4 22698
2 3 0,2 2 4 2856726
3 1 0,4 2 4 104672
4 3 0,4 2 4 1121723
5 1 0,2 6 4 83781
6 3 0,2 6 4 1427281
7 1 0,4 6 4 56464
8 3 0,4 6 4 3832054
9 1 0,2 2 7 123099
10 3 0,2 2 7 1722235
11 1 0,4 2 7 169506
12 3 04 2 7 1844707
13 1 0,2 6 7 171865
14 3 0,2 6 7 1806067
15 1 04 6 7 154805
16 1 04 6 7 1286833
17 2 0,3 4 5,5 1450441
18 2 0,3 4 55 1068404
19 2 0,3 4 55 1181007

A Tabela 4 mostra os efeitos dos pardmetros isoladamente e de suas interagdes. Valores
positivos indicam que a resposta aumentara quando uma variavel passa do nivel inferior para o
nivel superior e valores negativos, o0 inverso. Para as interacOes, valores positivos indicam que a
resposta aumentara se as duas variaveis forem em direcdo ao mesmo nivel e valores negativos
indicam um aumento na resposta se as varidveis forem em dire¢es contrarias. As replicatas no

ponto central foram utilizadas para estimar o erro puro, o erro padrdo dos efeitos, a variancia
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experimental e a curvatura entre os niveis escolhidos para cada uma das variaveis, 0s quais podem

ser visualizados na Tabela 4. De acordo com os resultados, ndo houve curvatura significativa.



Tabela 2 - Efeitos dos pardmetros e suas interagdes na area dos picos.

89

Efeito Erro T(2) P -95% +95%
Principal/Interag0es 1066546  19051.90 55.9811 0.000319 984572 1148519
Curvatura 221837 104496.4 2.1229 0.167758 -227775 671449
(1) Dessorvente (mL) 1876342  41522.66 45.1884 0.000489 1697684 2055000
(2) Dessorvente (mol. LY) 44627 41522.66 1.0748 0.394935 -134031 223284
(3) Condicionante (mL) 106723 41522.66 2.5702 0.123868 -71935 285381
(4) pH -278285  41522.66 -6.7020 0.021546 -456943 -99628
le2 23626 41522.66 0.5690 0.626748 -155032 202283
le3 94988 41522.66 2.2876 0.149414 -83670 273646
le4 -366200 41522.66 -8.8193 0.012614 -544858 -187543
2e3 415664 41522.66 10.0105 0.009832 237006 594322
2e4 -136480 41522.66 -3.2869 0.081417 -315138 42177
3e4 -216717 41522.66 -5.2193 0.034805 -395375 -38060
1*2*3 458854 41522.66 11.0507 0.008090 280196 637511
1*%2*4 -130153 41522.66 -3.1345 0.088480 -308810 48505
1*3*4 -222015 41522.66 -5.3468 0.033244 -400672 -43357

*em vermelho estdo os valores significativos. T(2): T(2) = Efeito/ erro



90

Primeiramente é necessario destacar que ndo ha dados na literatura cientifica sobre
otimizacdo multivariada de extracdo de acidos organicos de cadeia curta por SPE-Troca idnica, 0
que dificulta a comparacdo dos dados obtidos nessa pesquisa. De acordo com a tabela 4 é possivel
verificar que houve efeitos de primeira, segunda e terceira ordem. Conforme h4 uma diminuicéo
no pH da amostra, ha um aumento na area do sinal analitico. Quimicamente, pode haver uma
explicacdo do porqué no menor nivel de pH foi possivel obter uma melhor resposta. Em pH acima
de 4,5 o acido oxalico encontra-se predominantemente em sua forma anibnica totalmente
desprotonada ((C204) 27). O ion oxalato nesse estado pode ter uma ligagéo eletrostatica mais forte
com ion quarternario de amonio presente na fase estacionaria dos cartuchos de SPE, necessitando
de maiores volumes de dessorvente ou um aumento na concentracdo do mesmo. Essa hipdtese pode
ser verificada quando é analisado o efeito principal do volume do dessorvente, indicando que
quando maior o volume, maior a area do sinal analitico.

O valor de pH mais baixo vai de encontro ao método utilizado por Trujiro-Vargas et al.,
2019, no qual utilizam um pH da amostra entre 9-10. Rodrigues et al., 2007 desenvolveram uma
metodologia de extracdo para determinagdo de acidos organicos com estruturas e propriedades
semelhantes ao acido oxalico (acido mélico, succinico piravico). Os autores utilizaram um pH da
amostra em torno de 7, o que também vai de encontro aos resultados encontrados nesse estudo.
Todavia, ambos os estudos anteriores nao realizaram nenhum tipo de otimizacdo experimental,
logo, ndo haviam como concluir que aquele pH estabelecido era o ideal.

Ainda de acordo com a tabela 4, é possivel verificar que houve uma interacdo negativa de
segunda ordem entra o Dessorvente (mL) e o pH. A Figura 14 mostra claramente que o valor da
area aumenta quando as variaveis caminham em direcdes opostas. A maior parte dos estudos que
utilizam SPE-troca i6nica, utilizam volumes de dessorvente que variaram de 2 a 5 mL, a depender
da concentragéo do dessorvente e do volume de amostra (variando de 1 a 10 mL) (GUILHERME,
RODRIGUES, PINTO, 2008; LUQUE et al., 2012, TRUJIRO-VARGAS et al., 2019). Uma
excecdo foi observada no estudo de Xiao et al., (2006), no qual utilizam um volume de dessorvete
de 50 mL, porém o volume de amostra foi de 100 mL, o que proporcionalmente daria 0,5 mL para
cada mL de amostra. De uma forma geral, os estudos utilizam um baixo volume de dessorvente,
todavia, novamente, nenhum estudo realizou nenhum tipo de otimizagdo experimental, portanto,

ndo indicios de que os volumes de dessorvente utilizados naqueles casos era o ideal.



91

Figura 14 -Diagrama de interpretacéo de interacdo de segunda ordem entre o pH e o Dessorvente (mL).
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Fonte: Autor proprio.

A Figura 15 representa a interacio entre o dessorvente (mol. L) e o condicionante (mL).

Essa interacdo foi significativa e positiva, ou seja, os valores de area aumentam conforme os fatores

caminham para a mesma direco. E possivel verificar que a &rea do sinal analitico foi maior quando

o condicionante (mL) estava no nivel +1 e o dessorvente (mol. L) também estava no nivel +1.
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Figura 15 - Diagrama de interpretacdo conjunta de interacdo de segunda ordem entre o Condicionante
(mL) e o Dessorvente (mol.L ™)
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Fonte: Autor proprio.

Também foi verificado uma interacdo negativa significativa de segunda ordem entre o
condicionante (mL) e o pH. A figura 16 mostra que os valores de area aumentam quando as
variaveis caminham em direcdes opostos. E possivel verificar que o valor da area do sinal

analitico € maior com o pH no nivel -1 e o condicionante (mL) no nivel +1.
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Figura 16- Diagrama de interpreta¢do conjunta de interagdo de segunda ordem entre o pH e 0
Condicionante (mL)

964836,75 (786229,18,1143544,32) 854892 5 (676234,93,1033550,07)
T
o
1026454,75 (8477p7,18,1205112,32) 1349895 (1171237,43,1528552,57)

-1 1

Condicionante (mL)

Fonte: Autor proprio.

Interagdes de 3 ordem sdo mais raras de acontecer, porém, foi possivel observar 3 interacdes
significativas. Pela Figura 17 é possivel verificar uma interacdo positiva entre Dessorvente mol.L"
! dessorvente (mL) e Condicionante (mL). O valor da area do sinal analitico aumentou quando

todos fatores estavam no nivel +1.
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Figura 17- Diagrama de interpretacdo conjunta de interacdo de terceira ordem entre o Condicionante (mL),
Dessorvente (mol. L) e Dessorvente (mL).
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Fonte: Autor proprio.

Outra interagdo significativa de terceira ordem foi observada entre Dessorvente (mL),
Condicionante (mL) e pH. Conforme a Figura 18 é possivel verificar uma interacdo negativa em

que o maior valor de area do sinal analitico ocorreu quando os fatores estavam nos niveis +1, +1
e -1, respectivamente.
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Figura 18 - Diagrama de interpretacdo de intera¢do conjunta de terceira ordem entre o Condicionante
(mL), pH e Dessorvente (mL).
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Fonte: Autor proprio.

Quadro 5 - CondicGes otimizadas para a extracao dos analitos por SPE-Troca idnica

Parametros Condicdes otimizadas
Tipo de dessorvente Acido sulfdrico
Tipo de condicionante Agua ultrapura: Metanol
Dessorvente (mL) 3
Dessorvente (mol. L) 0,4
Condicionante (mL) 6

pH 4
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4.3.2 Validagéao
Linearidade

A linearidade fornece a relagcdo de proporcionalidade entre a resposta do instrumento e a
concentracdo do analito. Esta resposta deve ser reprodutivel e obtida a partir da curva analitica. Os
resultados obtidos a partir da analise de regressdo linear descritos na Figura 19, 20 e Tabela 5
comprovaram que o analito apresenta linearidade nas faixas de concentragOes estudadas, como
preconizado pela legislacdo. A partir do grafico de residuos é possivel verificar a aleatoriedade e

homoscedasticidade, ou seja, a variacdo em Y é muito proxima em qualquer valor de X.

Figura 19 — Curva analitica do acido oxalico (padrdo) no intervalo de concentracdo de 5 — 45 pg. mL™*
obtida através da extracdo em fase sélida (SPE-troca ibnica) sob as condic¢des especificadas no quadro 8.

1.2E6 :
1E6 | B
Lot 8
8E5 | >
i _»;'f"-;';'?r.-
£ ees 8
0
4E5 | e
JE5 | o
o | . . . . . . . .
0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50
pg.mL”’

Condicao cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com HsPO,:Metanol (99:1); fluxo: 0,6
mL.min; pH: 2,0. Fonte: Autor préprio.
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Figura 20 — Gréfico de dispersdo de residuos.
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Fonte: Autor proprio.

1E8 1.2E6
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Os coeficientes de determinacdo foram superiores a 0,99, indicando que mais de 99% dos

dados podem ser explicados pelos modelos obtidos nas metodologias, comprovando a relagdo

linear entre 0 aumento da concentragdo do analito e a resposta de &rea. Além disso, a falta de ajuste

foi calculada e ha evidéncia de que o modelo de regressao esta bem ajustado no nivel de confianca

de 95%.

Tabela 5 — Regressdo linear e teste de falta de ajuste da curva analitica.

Regressao Linear

gl SQ MQ F F de significagao
Regresséo 1 1535598118385 1535508118385 3685 7,29
Residuo 13 8563274742 658713441
Total 1,544161393127
Modelo Y = -2446.55+22624,4567*x
2
R 0,994
Falta de ajuste

o] SQ MQ F F de significacao
Residuo 13 8563274742 658713441
Erro puro 10 4166353566 416635356 35 7.7
Falta de
ajuste 3 4396921175 1465640391
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Limite inferior de quantificagio.

O resultado do limite inferior de quantificacdo (LQ) foi calculado a partir de 3 curvas de
calibracdo de amostras enriquecidas com padrao pela formula (Equacao 8)

10x o
LQ=— ®)

Em que: IC ¢ a inclinacdo da curva de calibracdo, o é o desvio padréo. Portanto, o LQ

estabelecido foi de 4,9 pg. mL™,

Efeito matriz

A curva de calibracdo obtida com solucdes padrdes ndo contaminadas pela matriz (Figura 23)
teve como equacéo da reta Y= -3373.0667+23109, 76*x e coeficiente de determinacio (R?) igual
a 0,992.

Figure 21 — Curva de calibracdo do padrao de &cido oxéalico em triplicata.
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Condicao cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura acidificada com HsPO,:Metanol (99:1); fluxo: 0,6
mL. min'; pH: 2,0. Fonte: Autor proprio.

Para avaliacdo do paralelismo entre a curva padrdo a curva padrdo da matriz (linearidade),
foi relizado um teste T (95% de confianca) sobre as médias dos coeficientes angulares de cada

curva. O valor de p obtido foi de 0,91, ou seja, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre
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as médias amostrais dos coeficientes angulares da curva padrdo e da curva padrdo da matriz
(linearidade) (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados da avaliacdo do efeito matriz.
Coeficiente angular

Curva padrdo da matriz Curva padrdo

22624 23109

21840 22043

21928 21024

Média = 22058 £1042 Média = 22130 + 429
p 0,91

Precisdo e exatidao

A precisdo e a exatiddo sdo parametros muito importantes na avaliacdo do desempenho de
um método analitico, pois determinam a extensdo do erro nas analises realizadas (PENG; CHIOU,
1990). A FDA e a ANVISA subdividem o parametro precisdo em intra e intercorrida. A precisao
intraensaio representa a concordancia entre os resultados de medicGes sucessivas de um mesmo
método, efetuadas sob as mesmas condi¢fes de medicdo. A precisdo intercorrida indica o efeito
das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como dias ou analistas diferentes. A preciséo
intermediaria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um
Unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada (FDA, 2013; BRASIL, 2017;
RIBANI et al., 2004). Segundo a RDC166 da Anvisa (BRASIL, 2017), a exatiddo
corresponde a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico em estudo em relacéo ao

valor verdadeiro e deve ser expressdo em relacdo a recuperagdo analitica.

Na Tabela 7, sdo mostrados os valores do CV e do ER calculados nos testes de preciséo e

exatiddo, respectivamente
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Tabela 7 - Precisdo e exatidao intraensaio e intercorrida da anélise do acido oxalico em extrato de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg
empregando SPE-troca idnica

Exatidédo (%) / DPR% n=3 Precisdo (DPR%) n=3
Intraensaio Intercorrida Intraensaio Intercorrida
Analito Baixa* Meédia*  Alta*  Baixa* Média* Alta* Baixa* Média* Alta* Baixa* Média* Alta*

Acido 6136/ 7616/ 8064/ 6368/ 7592/ 81,43/
oxalico 9.21 574 212 6.63 4,93 4,62 4,39 352 40 617 485 186

*Concentracédo baixa é equivalente a 15 ug. mL*; Concentragdo média é equivalente a 25 ug.mL"!; Concentracgdo alta é equivalente a 35 ug. mL™*
acido oxalico. Resultados obtidos através da extracdo em fase sélida (SPE-troca i6nica) sob as condi¢des especificadas no quadro 8 e da anélise
cromatogréfica sob as condicdes especificadas no quadro 5.
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A RDC 166 de 2017 da Anvisa, ndo estipula critérios de aceitacdo para os parametros de
precisdo e exatidao, porém, de acordo com o art. 39 da referida resolucéo, os critérios de aceitacao
para esses parametros devem observar: | - objetivo do método; Il - variabilidade intrinseca do
método; Il - concentracdo de trabalho; e IV - concentragdo do analito na amostra. De acordo com
atabela 7 tanto a preciséo intra e intercorrida obteve baixos DPR (<5%), exceto para a concentragao
baixa na precisao intercorrida (6,17%). Em relacdo a exatiddo, baixos percentuais de recuperacéo
foram obtidos na concentracéo baixa da exatiddo intraensaio a (6,31%) e na concentracdo baixa da
exatiddo intercorrida (63,68%). Todavia, levando em consideracdo o propdésito do método

desenvolvido, pode-se concluir que o método foi suficientemente preciso e exato.

Robustez

Todos as alteracOes realizadas (temperatura, fluxo, fabricante de solvente) ndo afetaram
significativamente os resultados das areas encontradas, apresentando DPR menor que 5%,
indicando que o método proposto foi capaz de resistir as diferentes condicdes experimentais
(Tabela 8). Além disso, a recuperacdo em todas as alteracdes realizadas foi superior a 85%. Com

isso 0 método mostrou-se robusto.

Tabela 8 — Resultados obtidos a partir do estudo da robustez.

Parametros Variagéo Recuperacao (%) DPR%
2,1 98,78 2,74
pH fase movel 2.3 98,87 0,75
2,5 94,90 0,61
2% 93,74 0,38
Proporgao 4% 89.72 0,61

metanol da fase
movel 6% 85,37 0,46
LinChosolv 99,13 4,67
Metanol

(Fabricante) Supelco 99,02 1,01
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APLICACAO DO METODO

Para avaliar a viabilidade do método proposto para quantificacao de acido oxalico em folhas
de Artocarpus altilis, 0 método desenvolvido e validado foi utilizado para a analise de amostras de

folhas dessa espécie (n=3). O cromatograma da amostra do extrato € mostrado na figura 22.
Figura 22 — Cromatograma obtido a partir da analise de extratos de Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg
apos desenvolvimento e validagdo do método.
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Legenda: A: Sinal referente ao 4cido oxalico. Condicdo cromatografica: Fase movel: Agua ultrapura
acidificada com HzPO4:Metanol (99:1); fluxo: 0,6 mL.min; pH: 2,0. Fonte: Autor proprio.

A quantidade de &cido oxalico encontrada foi de 1,06 mg.g™* + 0,09 de droga vegetal ou
106,32 mg.100 g + 0,09 de droga vegetal. Nenhum outro estudo realizou a quantificacio de acido
oxalico em folhas de Artocarpus altilis por HPLC, todavia, . Isso pode ser explicado pelo
fato de que na titulacdo ha uma determinagdo nao especifica do acido oxalico, quantificando, dessa
forma, outros acidos organicos na matriz (NAIK et al., 2014). Além disso, o teor de acido oxalico
encontrado nessa espécie em g/100 g € proximo ao teor encontrado em outros vegetais utilizados
pela populacéo em estudos que utilizaram HPLC como método de determinacéo: Theobroma cacao
L. (210 mg.100g}), Colocasia esculenta (433 mg.100g™), Spinacia oleracea L (290 mg/100g) (DU
THANH et al., 2017; DAS GHOSH, SAVAGE, 2013; HUYNH et al., 2020);
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Ademais, sabe-se que o consumo de acido oxalico em concentragdes superiores a
600mg/dia podem levar a um quadro de hiperoxaldria, o que predispde ao surgimento de problemas
renais (SIENER, 2016). Problemas renais também s&o verificados quando a quantidade de acido
oxalico e/ou CaOx ingerida gerar uma concentragdo plasmatica > 0,8-2,5 pumol. L™ e uma
concentracdo urindria > 20-30 mg.24h™* (CHAUHAN et al., 2012).
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado o desenvolvimento, a validacdo e a aplicacdo de um novo
método analitico para a determinagao de &cido oxalico em amostra de Artocarpus Altilis (Parkison)
Fosberg empregando como técnica de preparo de amostra a extragdo em fase solida (SPE)-troca
ibnica e como técnica de analise a HPLC-DAD. Este método foi desenvolvido com sucesso e em
relacdo a técnica de separagdo por HPLC-DAD, o método demonstrou ser adequado para a
finalidade proposta,

A validacdo foi concluida e os resultados mostraram que este método oferece
boa linearidade, precissio e exatiddo dentro do intervalo de concentracdo
investigado. Ainda, 0 método foi
aplicado em uma amostra de Artocarpus Altilis (parkison) Fosberg para quantificacdo do acido
oxalico. Este trabalho que foi o primeiro a combinar o uso de SPE para determinagdo de &cido
oxalico em matriz vegetal e, portanto, espera-se contribuir para 0 aprimoramento ou
desenvolvimento de outros métodos de investigacdo de &cido oxalico em espécies vegetais
consumiveis. Ainda, espera-se que os dados sobre o teor de acido oxalico em Artocarpus Altilis
possam contribuir como alerta para profissionais prescritores de plantas medicinais.
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