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RESUMO

Uncaria tomentosa (Willd) DC. € uma liana tropical nativa da Amazonia brasileira e
peruana. A espécie é reconhecida pelas suas propriedades antiinflamatéria
imunoestimulante, antiviral e antitumoral, geralmente atribuidas aos polifendis e,
principalmente, a fracdo de alcaloides oxindolicos pentaciclicos. No ambito
tecnolégico, visando o desenvolvimento de produtos derivados com maior valor
agregado, sdo poucos os subsidios encontrados na literatura cientifica, afora alguns
relatos atrelados a patentes e registros de produtos. Nesse contexto, o presente
trabalho objetivou a obtencdo e -caracterizacdo de fracbes enriquecidas de
alcaloides, saponinas e polifendis a partir das cascas de U. tomentosa, mediante o
emprego de técnicas de separacdo em fase sélida e de métodos analiticos
validados. A matéria prima foi extraida por maceracdo em EtOH a 40%, por quatro
dias. Depois de filtrado e concentrado, o extrato bruto foi liofilizado (EBL). Para fins
analiticos, o EBL foi reconstituido em EtOH a 40% e caracterizado quanto a
presenca de alcaloides oxinddlicos, saponinas triterpénicas e polifendis. Os quatro
principais picos relativos aos alcaloides oxindolicos presentes no EBL foram
quantificados por CLAE-UV e o teor total, expresso em mitrafilina, foi de 1,48 g%. Os
principais picos atribuidos as saponinas foram analisados por CLAE-DAD e o teor
total, expresso em a-hederina, foi de 18,37 g%. O teor de polifendis totais,
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, foi estimado em 31,93
g%. Para a separacado da fracado polifendlica, o emprego de PVPP mostrou ser mais
eficiente do que bentonita, carvdo ativado ou caseina. A fragdo enriquecida de
alcaloides oxinddlicos foi obtida por separacdo em resina fortemente aniénica. O teor
de alcaloides totais corresponde por cerca de 90% (m/m) desta fracdo. A fracdo de
saponinas triterpénicas foi obtida mediante separacdo em resina fortemente
cationica, com teor aproximado de 78% (m/m), considerando o somatorio das areas
dos picos de interesse. A proposta de uma técnica comparativa, fazendo uso de
resina hidrofébica, resultou em uma fracdo saponosidica enriquecida com um
rendimento superior, porém com um menor teor de saponinas totais, em torno de
75% (m/m).

Palavras-Chaves: Uncaria tomentosa, alcaloides, saponinas, polifendis, CLAE,

resinas de troca idnica, fracdes enriquecidas.






ABSTRACT

Uncaria tomentosa is a tropical liana native form Brazilian and Peruvian rain forests.
The specie is recognized by its immune stimulant, anti-viral, anti- inflammatory and
anti-cancer properties often attributed to the polyphenolic fraction and manly to the
peculiar pentaciclic oxindole alkaloidal fraction. On the technological field, aiming the
transformation of the raw material into standardized and high aggregate value
products a few efforts can be encountered in the literature, excepting a couple of
patents and product registration related information. In this context the present work
aimed to the obtainment and characterization of enriched fractions of alkaloids,
saponins and polyphenols from the stem barks of U. tomentosa, through solid phase
separations techniques and validated analytical methods. The raw material extraction
was extracted by a four days maceration in a 40% hydroethanolic solution. After the
filtration and concentration, the crude extract was lyophilized (EBL). For analytical
purposes the EBL was resuspendedin a 40% hydroethanolic solution and
characterized for the presence of oxindole alkaloids, triterpenic saponins and
polyphenols. The four main peaks attributed to the oxindole alkaloids in EBL were
quantified by UV-HPLC and the total content, expressed as mitraphiline, was about
1.48 g%. The main peaks attributed to the saponins were analysed by DAD-HPLC
and the total content, expressed as a-hederin, was about 18.37 g%. The total
polyphenolic content, determined by the Folin-Ciocalteu colorimetric assay, was
estimated at 31.93 g%. For the polyphenols separation the use of PVPP showed to
be more efficient than bentonite, active carbon or casein treatment. The enriched
fractions of the oxindole alkaloids was obtained through a strongly anionic resin
separation. The total alkaloid content of this fraction was about 90% (w/w). The
saponin enriched fraction was obtained through a strongly cationic resin separation
and the total saponin content was about 78% (w/w). The suggestion of a comparative
technique employing a hydrophobic resin resulted on a saponosidic enriched fraction
with higher yield but a lower saponin content of about 75% (w/w).

Keywords: Uncaria tomentosa, oxindole alkaloids, triterpenic saponins, polyphenols,

analytical methods, enriched fractions, ion exchange resins
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1. INTRODUCAO






A espécie Uncaria tomentosa (Willd) DC. (unha-de-gato) é uma videira nativa
da Amazbnia, sobre a qual incidem varios estudos farmacoldgicos relevantes
(LEMAIRE e col., 1999; RIVA e col., 2001; PRADO e col., 2007; GIMENEZ e col.,
2010).

Para as cascas do caule, principal farmacégeno da espécie, é relatada a
presenca de trés grupos de compostos majoritarios e quimicamente distintos: os
alcaloides oxinddlicos, heterosideos triterpénicos derivados do acido quindvico e
polifendis, representados majoritariamente pelos taninos condensados.

Dentre as atividades farmacoldgicas mais relatadas para U. tomentosa estéo a
imunoestimulante, neuroprotetora, antitumoral e antiinflamatéria, atribuidas aos
polifendis e, principalmente, aos alcaloides (HEITZMANN e col.,, 2005). De modo
contrario, a fracdo triterpénica ainda tem sido pouco explorada do ponto de vista
bioldgico e tecnologico.

Em contraste com o aprofundamento constatado nas areas quimica e
farmacoldgica (PRADO e col., 2007; REIS e col., 2008; GIMENEZ e col., 2010),
ainda sado incipientes os esforcos tecnologicos de desenvolvimento de produtos
derivados de U. tomentosa. A maioria dos relatos biolégicos e farmacoldgicos para
cascas de U. tomentosa tem por fundamento o uso de extratos brutos ou
substéancias isoladas (KEPLINGER e col., 1999; LEMAIRE e col., 1999; PRADO e
col., 2007; PILARSKI e col., 2007; REIS e col., 2008; ALLEN-HALL e col., 2010).

Extratos brutos vegetais sdo misturas complexas, constituidas por substancias
de diversas classes quimicas que podem interagir quimica e farmacologicamente,
dificultando os estudos bioldgicos e tecnolbgicos. O isolamento de substancias, seja
para identificacdo ou realizacdo de ensaios farmacoldgicos, € geralmente um
processo desenvolvido em pequena escala, de dificil transposicao, caracterizado por
multiplas etapas e baseado no emprego de diversos solventes organicos, muitas
vezes com impacto ecoldgico significativo.

Nesse sentido, o desenvolvimento de processos simples e robustos, que
permitam a obtencdo seletiva de fragbes enriquecidas dos compostos bioativos,
constitui uma opcado valida do ponto de vista farmacolégico e para o
desenvolvimento tecnologico de produtos de maior valor agregado, providos de

maior eficacia e seguranca.



A obtencdo de extratos semi-purificados e enriquecidos para ensaios
farmacoldgicos €, atualmente, uma das etapas essenciais para o estudo de plantas
medicinais. Para tanto se faz necessario o desenvolvimento de novos métodos de
fracionamento e isolamento de substancias a partir de extratos vegetais (BARRETO
Jr. e col., 2005).

Dentre as técnicas de separacgdo/purificacdo mais propagadas no ambito
tecnolégico cabe destacar o fracionamento em fase solida, por fisiossorcdo ou
quimissorcao, utilizando polimeros e resinas insolUveis na separacao seletiva de
diferentes grupos de compostos, com a remog¢ao concomitante de substancias nao
ativas ou interferentes analiticos.

Dentro deste PPGCF, diversas técnicas ja foram empregadas com sucesso em
espécies vegetais brasileiras, por exemplo, na obtencdo de fracdes saponosidicas e
polifendlicas de erva-mate mediante emprego de resina poliaromética Diaion HP-20
(PAVEI, 2004; SILVA, 2007), na complexacdo e quantificacdo de taninos de
Maytenus ilicifolia e Psydium guajavum mediante povidona cruzada (SOARES, 2002;
VERZA, 2006), bem como na remocao dos polifendis totais do extrato bruto dos
frutos de llex paraguariensis A. St. Hil. (CANTO, 2007).

No caso de U. tomentosa, o desenvolvimento de um processo sistematico de
obtencéo de fragcbes enriquecidas representa um desafio, uma vez que a presenca
concomitante de substancias de carater acido, basico e outras de natureza apolar
exige a combinacdo de técnicas diferentes. Recentemente, frac6es de alcaloides e
triterpenos de U. tomentosa foram preparadas mediante separacdo em fase
polimérica sélida, utilizando resina Diaion HP-20 (PAVEI, 2010). O presente trabalho
representa a continuacdo dessa abordagem tecnolégica, visando o estabelecimento
de um processo coerente, formado por etapas sucessivas atentando a preservacao
da composicdo quimica original. Para isso foram testadas diversas técnicas,
empregando-se resinas de troca-ionica, fase polimérica hidrofobica e membranas de

ultrafiltracao.

O trabalho resultou em um processo sistematico e sequencial de
desenvolvimento tecnolégico de fragbes enriquecidas de compostos bastante
estudados como os alcaloides oxindodlicos pentaciclicos, bem como de compostos

pouco explorados do campo de vista bioldgico e tecnolégico, como as saponinas



triterpénicas. Cabe citar ainda a separacéo da fracdo polifenolica, como subproduto
do processo, a qual serd explorada em trabalhos subsequientes. De modo a facilitar

a compreensao, a figura 1 apresenta um esquema geral das etapas experimentais
desenvolvidas ao longo do trabalho.

Matéria-Prima
vegetal (MPV)

<:| Extracao

Solucgao
Extrativa (SE)

<:I Concentracéo

e Liofilizagdo

Extrato Bruto
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Fracdo de <— Pré-purificagéo

polifendis

Extrato pré-

purificado
. (EPP) Fracionamento
Frauonamer]to com resina
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Fracdo acida de
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Figura 1. Esquema geral das etapas experimentais desenvolvidas no processo de
obtencao de fragcbes enriquecidas de Uncaria tomentosa.






2. OBJETIVOS






2.1 Objetivo Geral

Desenvolver processo sistemético e seqiencial de fracionamento do extrato
bruto das cascas de Uncaria tomentosa (Willd) DC. visando a obtencao de fragbes

enriquecidas de alcaloides oxinddlicos, saponinas e polifendis.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a matéria prima vegetal.

e Preparar e caracterizar a solugao extrativa das cascas de Uncaria tomentosa.

e Obter e caracterizar o extrato seco por liofilizacdo preparado a partir da
solucéo extrativa concentrada.

e Empregar o método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a analise
dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos no extrato bruto e nas fracdes obtidas.

e Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
a andlise das saponinas triterpénicas no extrato bruto e nas fracdes obtidas.

e Adequar e validar metodologia analitica por espectrofotometria UV-VIS para o
doseamento do teor de polifendis totais do extrato bruto.

e Desenvolver técnica especifica de separacdo da fracdo de polifendis do
extrato bruto e obtencdo de um extrato pré-purificado.

e Desenvolver método de fracionamento dos alcaloides oxinddlicos
empregando resinas de carater anionico, caracterizando a fracdo enriquecida de
alcaloides oxinddlicos (fracao retida) e o eluato do processo (fracao nao retida).

e Desenvolver método de fracionamento das saponinas triterpénicas
empregando resina de carater catidnico, caracterizando a fracdo acida de saponinas
triterpénicas.

e Comparar o método de fracionamento de saponinas triterpénicas em resina

de troca idbnica com o método de fracionamento empregando resina poliaromatica.






3. REFERENCIAL TEORICO
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3.1 Aspectos Agrondmicos e Botanicos

Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Schultes) D.C. é uma videira de
cipos espinhosos da familia das rubiaceas, que € endémica nas florestas tropicais da
America do Sul e Central. A espécie € caracterizada como uma trepadeira que forma
emaranhados de aproximadamente 40 m de comprimento e 20 m de altura. Os
ramos possuem espinhos lenhosos, retos ou pouco curvados, responsaveis pelo
nome popular amplamente difundido, unha-de-gato, garra-de-gato ou cat’s claw.
(POLLITO; TOMAZELLO, 2006). Embora o género Uncaria abranja cerca de 60
espécies distribuidas principalmente em Africa e Asia (HEITZMAN e col., 2005),
merece especial destague a U. guianensis (Aubl.) Gmel., que também ocorre na
floresta amazobnica, juntamente com U. tomentosa, um fato que é responsavel por
equivocos e adulteracbes botanicas da matéria prima vegetal. (QUINTELA; DE
UGAZ, 2003).

3.2  Aspectos Fitoquimicos

Em cascas de U. tomentosa ocorrem trés classes diferentes de substancias
bioativas: alcaloides, compostos fendlicos e derivados triterpénicos do acido
quindvico.

Os alcaloides sao provavelmente a classe de substancias mais estudada de U.
tomentosa, tanto pela abundancia dessa fracdo em relacdo a outras espécies do
género, quanto pelas diversas atividades bioldgicas atribuidas aos mesmos
(SANDOVAL e col.,, 2002; HEITZMAN e col.,, 2005; JURGENSEN e col., 2005,
PRADO e col., 2007; REIS e col., 2008; GIMENEZ e col., 2010). E possivel constatar
a presenca de dois grandes grupos de alcaloides, os oxinddlicos e 0s seus
precursores indélicos, sendo os primeiros 0s mais representativos da espécie. Os
alcaloides oxinddlicos podem ainda ser divididos em dois grupos quimicos:
alcaloides oxindolicos tetraciclicos (AOT) e alcaloides oxinddlicos pentaciclicos
(AOP), cujas estruturas principais sao apresentadas na figura 2. A caracterizacédo da
distribuicdo destes alcaloides isbmeros nas diferentes partes do vegetal, assim como

o efeito de fatores ambientais sobre o teor dos mesmos, € ainda incipiente. Contudo
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foi constatado que os tecidos mais ricos em alcaloides sao as cascas do caule,
seguidos das raizes. Os teores de AOP sédo utilizados para diferenciar a U.
tomentosa e a U. guianensis, visto que a primeira possui teores cerca de 10 vezes
maiores aos encontrados na segunda (STUPPNER e col., 1992; LAUS e
KEPLINGER, 1994; LAUS e col., 1997).

Oxindolicos Pentaciclicos Oxindolicos Tetraciclicos

Alcaldide Configuracéo Alcaldide Configuragao (R’)

Isomitrafilina 3S, 7S, 15S, 19S, 20R | Corinoxeina 3S, 7S, 15S, 20R (vinil)
Mitrafilina 3S, 7R, 15S, 19S, 20R | Isorrincofilina 3S, 7S, 15S, 20R (etil)

Isopteropodina 55 g 155 195, 20S | Isocorinoxeina  3S, 7R, 15S, 20R (vinil)
(Uncarina E)
Pteropodina 35 up 155 195 20S | Rincofilina 3S, 7R, 15S, 20R (etil)
(Uncarina C)
Especiofiina 5p 75 155, 198, 208
(Uncarina D)

Uncarina F 3R, 7R, 15S, 19S, 20S

Figura 2. Principais classes de alcaloides oxinddlicos isolados de cascas de Uncaria
tomentosa (HEMINGWAY; PHILIPSON, 1975).

A fracdo polifendlica presente em U. tomentosa é formada basicamente por
taninos condensados, proantocianidinas e suas unidades monoméricas catequina e
epicatequina (Figura 3), as quais compdem em até 20 % do conteldo das cascas e
talos da espécie (SANDOVAL e col., 2002; GONCALVES e col., 2004; HEITZMAN e
col., 2005). O perfil cromatografico por CCD da fragéo polifendlica foi utilizado para
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diferenciar U. tomentosa de U. guianensis, visto que o flavondide rutina sé se
apresentaria na segunda espécie (VAN GINKEL, 1996). Contudo, Griebeler (2005) e
Pavei (2010) questionam esta diferenciacdo, dada a presenca de rutina em
qguantidades significativas em amostras certificadas de U. tomentosa, que foi
comprovada mediante andlises por CCD e CLAE de extratos brutos e da fracdo

polifendlica purificada.

OH ?H
|
_ OH _ OH
HO 0 R HO 0 W
OH "OH
OH OH
(+)-Catequina (-)-Epicatequina
HO

OH

OH

Procianidina B-1

Figura 3. Principais compostos polifendlicos relatados para as cascas de Uncaria
tomentosa. Adaptado de Heitzmann e colaboradores (2005).

Os triterpenos presentes em U. tomentosa sédo, em sua maioria, saponinas
derivadas do acido quindvico (figura 4) com uma ou duas cadeias glicosiladas
ligadas ao nucleo triterpénico (AQUINO e col., 1990; 1991; 1997; CERRI 1988).



RO
Triterpeno R1 (C-3) R2 (C-27) R3 (C-28) Referéncia
A -glc-(3—1)-fuc -glc -H CERRI e col., 1988
D -fuc -glc -H AQUINO e col., 1991
E -rha -H -H AQUINO e col., 1997
F -rha-(3—1)-glc -H -H AQUINO e col., 1997
G -qui-(3—1)-glc -H -H AQUINO e col., 1997
H -qui-(3—1)-gal -H -H AQUINO e col., 1997
I -rha-(3—1)-glc -glc -H AQUINO e col., 1997
J -glc -glc -H AQUINO e col., 1997
K -glc-(3—1)-fuc -H -H CERRI e col., 1988
L -glc-(3—1)-fuc -H -glc CERRI e col., 1988
M -qui -H -glc AQUINO e col., 1989
N -fuc -H -glc AQUINO e col., 1989
@] -H -H -glc-glc AQUINO e col., 1989
P -qui -glc H AQUINO e col., 1991

Figura 4. Heterosideos do acido quindvico isolados de cascas de U. tomentosa.

16

glc: B-D-glicopiranosil; fuc: B-D-fucopiranosil; gal: B-D-galactopiranosil; qui: B-D-
quinovipiranosil; rha: a-L-ramnopiranosil.

Mais recentemente, foram isolados das cascas de U. tomentosa glicosideos

derivados do acido 19a-hidroxi-ursoélico assim como os tomentosideos A e B (Figura

5), derivados do acido piroquinévico até entédo inéditos para outras espécies vegetais

(KITAJIMA e col., 2000; 2003).
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Tomentosideo A Tomentosideo B
R1 (C-3) R3 (C-28) R1 (C-3) R3 (C-28)
-glc-(4—1)-fuc -glc -glc-(4—1)-fuc -glc

Figura 5. Heterosideos do acido piroquinévico isolados de Uncaria tomentosa
(KITAJIMA e col., 2003). glc: B-D-glicopiranosil; fuc: B-D-fucopiranosil

3.3 Aspectos Etnofarmacoldgicos e Farmacoldgicos

Sao incertos os periodos nos quais decoctos e macerados das cascas e raizes
de U. tomentosa comecaram a ser utilizados na medicina indigena Ashaninka, na
regido amazonica peruana. Especialmente nessa regido e na regido norte do Brasil,
preparados da espécie sdo administrados em casos de Ulceras gastricas, dor
reumatica, artrite, infeccdes bacterianas e virais, alergias, asma e até mesmo em
casos de cancer (HEITZMAN e col., 2005; POLLITO; TOMAZELLO, 2006).

Diversos estudos foram conduzidos a fim de se investigar as atividades
relatadas para o uso desta espécie na medicina popular. A maioria deles esta focada
na fracdo alcaloidica de U. tomentosa. Experimentos in vitro relacionam a acao
antiinflamatéria a prevencao da producgéo dos fatores transcripcionais NF-kp3 e TNF-
a, inibindo assim a transcricdo de genes associados a inflamagéo e favorecendo a
apoptose (SANDOVAL-CHACON e col., 1998; SANDOVAL e col., 2002). Efeitos
anti-inflamatérios também foram constatados para extratos hidroetandlicos de U.

tomentosa, utilizando o modelo de reducédo de edema em pata de rato. As acoes
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farmacoldgicas observadas foram atribuidas aos derivados do acido quindvico e aos
alcaloides oxindolicos pentaciclicos presentes nos extratos, tendo-se sugerido
inclusive efeitos sinérgicos entre estes grupos quimicos (AQUINO e col., 1991;
AGUILAR e col., 2002). Em estudos mais recentes, a atividade antiinflamatoria de
extratos de U. tomentosa foi atribuida as propriedades antioxidantes dos compostos
polifendlicos, sem a participacdo da fracdo dos alcaloides oxindolicos (SANDOVAL e
col., 2000; SANDOVAL e col., 2002; PILARSKI e col., 2006).

Atividades sobre o sistema nervoso central foram observadas através de
ensaios realizados com receptores serotonérgicos 5-HT, e muscarinicos M;
demonstrando que os alcaloides oxinddlicos pteropodina e isopteropodina exercem
modulacdo positiva sobre os mesmos (KANG e col, 2002). JURGENSEN e
colaboradores (2005) demonstraram efeitos antinociceptivos para uma fracéo
alcaloidica enriquecida de U. tomentosa, via interagcdo com os receptores 5-HT,.

Extratos de U. tomentosa foram ensaiados quanto a acdo antiproliferativa em
linhagens de cancer de mama MCF7, demonstrando intensa atividade do extrato
metandlico, onde a concentracdo dos alcaloides era expressiva (RIVA e col., 2001).
Atividades semelhantes foram observadas em linhagens de gliomas e
neuroblastomas, apés a inoculacdo de mitrafilina, alcaléide oxinddlico pentaciclico
isolado de U. tomentosa (PRADO e col., 2007). Diferentes preparacdes de U.
tomentosa demonstraram atividade antiproliferativa em linhagem humana de células
leucémicas (HL-60), estando correlacionadas com o teor de AOP dos extratos
(PILARSKI e col.,, 2007). A atividade antiproliferativa do alcal6ide mitrafilina foi
também comprovada para linhagens de cancer de mama (MT-3) e de sarcoma de
Ewing (MHH-ES-1), de maneira dose-dependente, em concentragdes de 5 a 40 uM,
(GIMENEZ e col., 2010).

Lemaire e colaboradores (1999) relataram atividade imunoestimulante, dose
dependente, para extrato aquoso de casca de U. tomentosa, baseados no estimulo
positivo da secrecdo de citocinas observado em macrofagos alveolares. Um efeito
positivo e significativo sobre os niveis de linfocitos foi relatado para um extrato acido
de U. tomentosa, rico em alcaloides, quando administrado por 5 meses a pessoas
infectadas pelo virus HIV (KEPLINGER e col., 1999). Da mesma forma, extratos e
fracOes alcaloidicas, isoladas de U. tomentosa, avaliadas em células mononucleares

periféricas humanas, permitiram observar um aumento nos fatores de liberagdo de
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linfécitos, ressaltando o potencial emprego dessas fracbes como terapia
complementar em pacientes com alteragBes imunoldgicas graves (WAGNER e col.
1985, WRUM e col., 1998; WINKLER e col., 2004). Reis e colaboradores (2008),
demonstraram atividade antiproliferativa para o virus da dengue tipo 2, em
mondcitos humanos, utilizando o extrato hidroetandlico e uma fracéo enriquecida em
AOP de U. tomentosa, demonstrando também a inibicdo da liberacédo das citocinas
TNF-a e IFN-a, responsaveis por grande parte das manifestacbes clinicas da
dengue hemorragica (REIS e col., 2008). Estudos mais recentes demonstraram que
a modulacdo diferencial das citocinas TNF-a e IL-18 pelo extrato etandlico de U.

P ]

liberacdo NF-kB (ALLEN-HALL e col., 2010).

3.4 Aspectos Analiticos

O estudo pioneiro de caracterizacdo quimica dos principais alcaloides de
espécies do género Uncaria se deve a Hemingway e Philipson (1974;1975), que
analisaram a composicdo 39 amostras, empregando diferentes técnicas
cromatograficas, com o objetivo de estabelecer a quimiossistematica para o género.

Posteriormente, Van Ginkel (1996) e Valente e col. (2006) propuseram métodos
qualitativos por CCD para a analise dos AOP e de flavonoides, tendo como
finalidade o controle de qualidade da matéria prima vegetal e de produtos derivados
de U. tomentosa.

No que tange as técnicas quantitativas por CLAE, ha varios estudos publicados

sobre o tema (Tabela 1).
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Tabelal. Condicbes experimentais empregadas na analise por CLAE dos
alcaloides presentes em U. tomentosa.
Fase Movel
Parte Coluna (°C) _ Deteccdo | Referéncia
vegetal (modo de eluicao)
. CH3OH:CH3;CN:tampéo
. Lichrospher N Sttupner e
Raizes C-18 (15 °C) fosf-ato pl—! 6,6 (20:20:60 245 nm col. (1992)
v/Vv); (gradiente)
Cz:llscas de Lichrocart RP- CH3CN:eter:tampao- | Keplinger
raizes e R fosfato pH 7,7 (34:1:65 245 nm
18 (12°C) o . (1994)
caule vIv); (isocratico)
Tampao fosfato
S;j‘;as do I(_;gnac) RP-18 | 0H7.0:CH:CN (65:35 | 245 nm So"’l‘n(zze(;gl) ©
vIv); (gradiente) '
Cascas e Lichrsorb Rp- | CHsOHCH:CNitampao Montoro e
folhas 18 acetato PH 5,0 MS col. (2004)
(20:20:60); (gradiente) '
. Tampao fosfato pH 7,0 : .
Cascas e Lichrospher . ) Griebeler
extrato seco | RP-18 (28 °C) | O 9CN  (60:40 vy | 245 nm - o0
(isocratico)
. Tampao fosfato pH 7,0 :
Cascasde | Gemini RP-18 | o\ ~\" '(59:41  wiv):| 245nm | Pavei (2010)
caule (35°C) .
(gradiente)

Stuppner e colaboradores (1992) descreveram a separacéo por CLAE-UV dos

alcaloides oxinddlicos majoritarios presentes em cascas de raizes de U. tomentosa,
contudo a temperatura de analise de 15 °C mostrou-se como um inconveniente. A
mesma restricdo pode ser feita para o método por CLAE preconizado por Laus e
Keplinger (1994), com eluicdo em modo isocratico, a 12 °C, que dificulta a
reprodutibilidade do método. Um sistema de separacdo por CLAE mais viavel, mais
eficiente e reprodutivel foi proposto posteriormente por Ganzera e colaboradores
(2004), que, junto com o método descrito por Montoro e colaboradores (2004),
baseados nas técnicas de CLAE preparativa e CLAE-MS/MS permitiram a
identificacdo e caracterizacdo dos seis principais AOP, trés AOT e de quatro
triterpenos derivados do acido quindvico no extrato bruto de U. tomentosa.

Quanto aos compostos fendlicos, a analise por CLAE-DAD de decocto de

cascas de U. tomentosa revelou a presenca de acidos fendlicos e, principalmente,
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procianidinas (GONCALVES e col., 2005). Os mesmos autores relatam a correlagéo
da atividade antioxidante das preparagcfes com a presenca destas substancias.
PAVEI e colaboradores (2010), mediante comparacao de dados espectrais por UV e
uso de substancias de referéncia, identificaram, em cascas e raizes de U.
tomentosa, a presenca de acido clorogénico, acido cafeico e rutina, juntamente com
outros polifendis.

Em estudo recente e mais abrangente Pavei (2010) desenvolveu e validou um
meétodo analitico por CLAE para a andlise dos principais AOP no extrato bruto e em
fracOes enriquecidas, otimizando a resolucao entre os picos e reduzindo o tempo de
analise. No mesmo trabalho, € descrito o desenvolvimento e validacdo de método
analitico por CLAE-UV que permitiu, de forma inédita até entdo, a quantificacdo da

fracéo triterpénica de U. tomentosa.

3.5 Aspectos Tecnolbgicos

Na literatura cientifica € muito escasso o niumero de relatos sobre aspectos
tecnologicos relacionados a U. tomentosa. A maioria dos relatos sobre processos de
transformacao tecnoldgica esté ligada a processos industriais e registro de patente.
Nesse mesmo sentido, a maioria das preparacdes comerciais derivadas da espécie
nao revela qualquer tipo de processo de enriquecimento subseqiiente ao processo
de extracdo. Nesta categoria destacam-se 0s extratos secos Krallendorn® e
Saventaro® (Immodal Pharmaka; Volders, Austria), os quais sdo padronizados pelo
o teor de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos totais, que variam de 1,3 a 1,75% e
acima de 1,3%, respectivamente. O fitomedicamento Imunomax®, indicado para o
tratamento da herpes simplex e registrado junto a ANVISA pelo Herbarium, trata-se
basicamente de um extrato hidroetanélico 40% incorporado em um creme-gel, com
teor de alcaloides totais é expresso em mitrafilina (TRENTINI; TRENTINI, 2006).

No que tange a obtencao de fracbes enriquecidas e purificadas de compostos
presentes em U. tomentosa, os primeiros esfor¢cos foram realizados por Keplinger e
colaboradores (1989) os quais descrevem a obtencéo de fracdes purificadas dos

alcaloides oxinddlicos pentaciclicos das raizes de U. tomentosa, livre de
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contaminantes, especialmente de taninos. Na patente gerada, estdo descritos
processos de extracdo acido-base e por fluido supercritico, bem como a
comprovacdo da atividade imunoestimulante das fracbes obtidas (KEPLINGER e
col., 1989).

Recentemente, PAVEIl (2010) descreveu a obtencdo de extratos secos
nebulizados a partir da solucdo extrativa das cascas de U. tomentosa. Entre os
parametros criticos avaliados destacam-se o liquido extrator, o processo de extracao
e o tipo de adjuvante de secagem empregado. A concentracdo de alcaloides totais,
calculados como mitrafilina, variou entre 3,11 e 3,22 mg/g de extrato, Eventos de
possivel isomerizacdo entre os picos dos marcadores foram observados e atribuidos
ao emprego de calor do processo de secagem (PAVEI, 2010).

No que tange aos polifendis presentes nas cascas de U. tomentosa, Castillo e
colaboradores (2004) patentearam métodos de obtencdo de uma fracdo altamente
soluvel em agua, denominada PTI-777, rica em compostos fendlicos. O processo de
obtencdo descrito inclui fracionamento por adsorcdo em fase solida e CLAE em
coluna preparativa. A esta fracdo foram atribuidas atividades no sistema nervoso
central, principalmente na dissolucao in vitro de fibrilas B-amiloides, envolvidas em
uma série de processos degenerativos incluindo o mal de Alzheimer (CASTILLO e
col., 2004).

O processo de preparacdo do produto C-MED 100® (CampaMed Inc.; Nova
lorque, EUA), de uso bastante citado em estudos biol6gicos comparativos, tanto in
vitro quanto in vivo, envolve decoc¢do em meio aquoso, seguido de dialise através
de membranas de celulose, onde séo retidas as substancias de massa molecular
acima de 10 kDa. O permeado, com baixo teor de alcaloides, flavonoides e taninos,
€ seco por nebulizacdo utilizando maltodextrina como adjuvante. Diferentemente de
todos os relatos tecnoldgicos encontrados na literatura, o produto esta padronizado
em 8% de ésteres alquil-carboxilicos, sendo-lhe atribuidas atividades
imunoestimulantes e reparadoras do DNA (SHENG e col., 1998; 2000; AKESSON, e
col., 2003).

A obtencdo sequenciada de fracdes enriquecidas de polifendis, alcaloides
oxindolicos e saponinas triterpénicas de U. tomentosa foi descrita por Pavei (2010).
O processo inclui fracionamento em fase sélida utilizando resina poliaromatica

Diaion HP-20 e gradiente de eluicdo de metanol e agua. As fracbes de polifendis e
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alcaloides obtidas demonstraram atividade toxica in vitro para linhagens de gliomas

C6 e U138-MG, sem alterar a viabilidade celular de células normais.






4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais

4.1.1 Matéria-prima vegetal

As cascas rasuradas de Uncaria tomentosa (WILLD) DC., coletadas na
provincia de Ucayali, foram fornecidas pelo Laboratérios Induquimica S.A, sediado
na cidade de Lima, ambas no Peru. As cascas rasuradas foram identificadas
botanicamente pelo biélogo peruano José Ricardo C. de La Cruz, através do laudo

de certificacdo botanica que acompanhou a amostra.

4.1.2 Reagentes, solventes e substancias quimicas de referéncia

Todos os solventes e reagentes utilizados, a ndo ser quando especificado de
modo contrario, apresentam grau de pureza pré-analise (PA). Acetato de amoénio
anidro (Tedia); acetonitrila grau HPLC (Tedia); &cido cloridrico (Nuclear); &cido
férmico (Vetec); acido perclérico (CRQ); agua ultrapura (Milli-Q); carbonato de sddio
(Vetec); etanol absoluto (Nuclear); fosfato de potassio monobasico anidro (Vetec);
hidroxido de sodio (Nuclear); hidréxido de aménio (Nuclear); metanol (Nuclear);
metanol grau HPLC (Tedia); reagente de Folin-Ciocalteu 1N (Proton). As seguintes
substancias quimicas de referéncia foram utilizadas: a-hederina (Extrasynthese);
epicatequina (Sigma); mitrafilina (Chromadex);

4.1.3 Agentes adsorventes e resinas poliméricas

Bentonita (Sigma); carvao ativado (Synth), Polivinilpolipirrolidona de ligagdes
cruzadas (Divergan RS®, BASF); resina macroporosa de carater aniénico (Dowex
Marathon MSC® MSC, Sigma-Aldrich), resina macroporosa carater catiénico
(Amberlite® IRA-958, Fluka), resina macroporosa de carater hidrofébico (Diaion HP-
20®, Supelco).
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4.1.4 Equipamentos e materiais diversos

Agitador magnético (IKA, RO15); Balanca analitica (Metler, AB204); Balanca de
Infravermelho (Gehaka, 1V2000); Banho de ultrassom (Elma, Transsonic 460);
centrifuga (T32a, Janetski); coluna cromatografica Gemini-NX C18, 5 um, 110 A, 250
X 4,6mm, (Phenomenex); coluna de vidro 600 x 30 mm d.i; condutivimetro
(Quimis); cromatografo de fase liquida (Shimadzu, CLASS LC 10) equipado com
sistema de bombas (Shimadzu, LC-10 AD), controlador de gradiente (Shimadzu,
FCV-10 AL), injetor automatico (Shimadzu, SIL-10 A), degaseificador (Shimadzu,
DGU-2A), detector UV-VIS (Shimadzu, SPD-10 A) e software para aquisicdo de
dados (Shimadzu, CLASS LC-10); espectrofotometro (Hewlett and Packard,
HP8452A); estufa de ar circulante (Memmert, TV 60 UL); evaporador rotatério
(Buichi, R-114) ; liofilizador (Edwards, Modulyo® 4k); médulo de ultrafiltracdo
tangencial (Pall Corporation, Minimate®); membranas tipo cassetes de 1 kD, 5kD e

10kD de massa molecular de corte (Pall Corporation, Minimate®); membrana
hidrofilica 0,45 um de poro, 47 mm de diametro (Millipore, HVLPO 4700);
membrana hidrofilica 0,45 um de poro, 13 mm de diametro (Millipore, HVLPO
1300).

4.2 Metodologia

4.2.1 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

42.1.1 Determinacéo da perda por dessecacéao

Cerca de 1 g da droga vegetal foi analisada em balanca de secagem por
infravermelho. A temperatura foi programada para 105 °C, até a variacdo de peso
inferior a 0,1%, e o resultado expresso em perda de massa percentual, pela média

de trés determinacgdes.
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4.2.2 Preparacdao e caracterizagao da solucgao extrativa

4.2.2.1 Extracao

A solucao extrativa (SE) foi obtida por maceracdo em solucéo hidroetandlica a
40% (v/v), com uma relagcao droga:solvente de 1:10 (m/v), durante 4 dias e agitacéo
ocasional. O macerado foi filtrado em filtro de prensa e o volume inicial reconstituido

com o0 mesmo liquido extrator.

4.2.2.2 Determinacédo do residuo seco

O residuo seco da SE foi determinado em balanca de secagem por
infravermelho. Trés aliqguotas de 10 mL da SE foram colocados em pratos de
aluminio e analisados utilizando-se as mesmas condi¢cdes descritas no item 4.2.1.2.
O resultado foi expresso em percentual de massa residual, pela média das trés

determinacdes.

4.2.2.3 Determinagéo do pH (F. Bras. IV, 1988).

O pH da SE foi determinado a 25 °C em potencidémetro calibrado com solucdes
de tampdes com pH 4,0 e pH 7,0. O resultado foi expresso pela média de trés

determinacdes.

4224 Determinacgdo da condutividade elétrica

A condutividade da SE foi avaliada em condutivimetro calibrado com solucéo
de KCI 0,01 M. O resultado, expresso em uS/cm, foi obtido pela média de trés

determinacdes.
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4.2.2.5 Determinacéo da densidade (F. Bras. IV, 1988).

A densidade da SE foi determinada com auxilio de picndmetro de vidro,
previamente tarado e calibrado com 4gua destilada a 25 °C. O resultado foi expresso

pela média de trés determinacoes.

4.2.3 Obtencéao do extrato bruto liofilizado

Para a preservacdo das caracteristicas originais, a SE foi concentrada em
rotaevaporador a vacuo, a 40 °C, até a metade do seu volume. O concentrado foi
acondicionado em frascos especificos para a liofilizacdo e congelado. A liofilizagéo
foi realizada de modo usual, a -60 °C e pressao de 0,1 mbar, mantendo as amostras
protegidas da luz. O extrato bruto liofilizado (EBL) foi acondicionado em frasco

ambar e armazenado em dessecador até o momento do uso.

4231 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

Foi realizada mediante a observacao das caracteristicas como cor e aspectos
gerais do extrato liofilizado obtido.

4.2.3.2 Determinacéo da perda por dessecacéo

Conforme descrito no item 4.2.1.1.

4.2.4 Extrato bruto reconstituido

Para as etapas seguintes, sempre que necessario, o EBL foi retomado em
solucéo hidroetandlica a 40% (v/v) na proporcéo de 0,85 % (m/m) e denominado de

extrato bruto reconstituido (EBR).
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4.2.5 Analise dos principais constituintes do extrato bruto reconstituido

4.25.1 Andlise por CLAE dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos

A analise cromatografica dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos foi realizada
empregando metodologia analitica desenvolvida e validada por Pavei (2010). Para
fins de quantificagdo, uma nova curva padrao da substancia de referéncia mitrafilina

foi construida assim como uma nova faixa de trabalho do EBR foi estabelecida.

425.1.1 Condi¢Bes cromatogréficas

Utilizou-se coluna de fase reversa Gemini-NX RP-18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um)

e a seguinte fase movel:
Fase A - tampéao fosfato 10 mM pH 7,0
Fase B-> acetonitrila: tamp&o fosfato 10 mM pH 7,0 (95:5 v/v).

As analises foram realizadas mantendo-se fluxo constante de 1,1 mL/min,
temperatura de 35 °C e deteccdo em 245 nm, empregando o gradiente de eluicédo

descrito na tabela 2.

Tabela 2. Gradiente de eluicdo da fase mével em fungdo do tempo para a analise
por CLAE dos alcaloides oxindélicos pentaciclicos de Uncaria tomentosa.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 59 41
12 45 55
16 45 55
18 59 41
22 59 41
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4251.2 Linearidade da substancia de referéncia

Foram preparadas, em triplicata, solugdes de mitrafilina nas concentragdes de
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 pg/mL, utilizando solugédo de acetonitrila 50% (v/v) como
diluente. Cada solucéo foi filtrada em membranas de 0,45 um de poro e injetada trés
vezes. Os resultados foram expressos pelas areas médias do pico do padrdo em

cada concentracao.

425.1.3 Linearidade do extrato bruto reconstituido

Aliguotas de 5, 10, 15, 20 e 25 mL do EBR foram diluidas até 100,0 mL com
solucéo de acetonitrila 50% (v/v), obtendo-se amostras nas concentracées de 0,425,
0,850, 1,275, 1,700 e 2,125 mg/mL. As solu¢bes foram filtradas em membranas de
0,45 um de poro e injetadas trés vezes. Os célculos de linearidade foram realizados

com base na area do pico da mitrafilina, detectado no EBR.

425.1.4 Avaliacdo da linearidade

A linearidade para a mitrafilina e o EBR foi avaliada mediante andlise de
regressao e os resultados expressos pelos coeficientes de regressao (R?), limites de
confianca dos interceptos, teste significancia dos coeficientes de inclinacao das retas

e pela analise dos residuos padronizados pelo teste de Durbin-Watson.

4.25.15 Limite de quantificacao e limite de deteccao (ICH, 2005)

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificagéo (LQ) foram calculados utilizando

as seguintes equacoes:

LD:C“TE'B LQ:dlrm

Onde di = desvio padrao do coeficiente linear (intercepto); i = inclinacéo da
curva analitica.
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4.25.1.6 Andlise quantitativa

A quantificagdo dos sinais majoritarios no EBR foi realizada mediante a
equacdo da reta gerada pela curva padrdo da mitrafilina. Para o calculo da
concentracdo de alcaloides totais, utilizou-se o somatorio das areas dos sinais de

interesse e expressou-se como mitrafilina.

4.25.2 Andlise por CLAE das saponinas triterpénicas

O perfil cromatografico das saponinas triterpénicas foi obtido empregando-se
sistema cromatografico baseado no método desenvolvido por Pavei (2010).
Mudancas na fase movel, no comprimento de onda e no gradiente de eluicdo
levaram a revalidacdo do método analitico. A validacao foi realizada avaliando-se os
parametros de linearidade, precisdo, exatiddo e determinacdo dos limites de

deteccao e quantificacdo (ICH, 2005).

42521 Condicdes cromatogréficas

Como fase estacionaria empregou-se coluna de fase reversa Gemini-NX RP-18

(250 mm x 4,6 mm; 5 um) e como fase moével o seguinte sistema:
Fase A-> solucédo de &cido perclérico 0,1%: acetonitrila (90:10 v/v)
Fase B-> acetonitrila: solugéo de &cido perclérico 0,1%. (90:10 v/v)

As analises foram realizadas em fluxo de 0,8 mL/min, temperatura do forno de
40 °C e comprimento de onda (A) de 210 nm, empregando o sistema de eluicao

descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Gradiente de eluicdo da fase mével em funcdo do tempo para a analise
por CLAE das saponinas triterpénicas de Uncaria tomentosa.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 75 25
5 75 25
15 70 30
30 60 40
50 45 55
55 75 25
60 75 25
42522 Linearidade da substancia de referéncia

A linearidade do método foi avaliada a partir da curva padrdo da substancia de
referéncia a-hederina. Para a obtencdo das curvas padrdao foram preparadas
solugdes de a-hederina nas concentracdes de 10,0, 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 pyg/mL
utilizando solucdo de acetonitrila 50% (v/v) como diluente. As solucbes foram
fitradas em membrana de 0,45 um de poro e injetadas em triplicata. Os resultados

foram expressos pela area média do pico do padrao entre as triplicatas.

42523 Linearidade do extrato bruto reconstituido

Aliguotas de 2, 3, 4, 5 e 6 mL do EB foram diluidas para baldes de 25 mL,
obtendo-se amostras nas concentracbes de 0,425, 0,850, 1,275, 1,700 e 2,125
mg/mL. As solugbes foram filtradas em filtros de 0,45 um de poro e injetadas em
triplicata. Para a analise da regressao linear monitorou-se o sinal denominado Pico 1

no cromatograma do EBR.
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42524 Avaliagao da linearidade

As curvas de linearidade obtidas foram submetidas a anélise de regresséo e
os resultados expressos pelos coeficientes de regressdo (R?), pelos limites de
confianca dos interceptos, pelo teste significancia dos coeficientes de inclinagéo das

retas e pela analise dos residuos padronizados pelo teste de Durbin-Watson.

4.25.25 Repetibilidade

Foi realizada mediante andlise de seis diluicbes de mesma concentragao,
correspondentes ao ponto central da curva de linearidade do EBR, no mesmo dia. O

resultado foi expresso pelo desvio padréo relativo entre as respostas (areas) obtidas.

425.2.6 Precisao intermediaria

Foi verificada através da analise de amostra referente ao ponto central da
curva de linearidade do EBR, em trés dias diferentes. O resultado foi expresso pelo

desvio padréo relativo entre as respostas (areas) obtidas nos trés dias de anélise.

42527 Exatidao

Foi avaliada mediante a contaminacdo de amostras do EBR com trés
concentragbes de a-hederina equivalentes a 10,0, 20,0 e 30,0 ug/mL avaliando-se a
porcentagem de recuperacao da substancia em cada nivel de concentracgéo.

4.25.2.8 Limite de quantificacao e limite de deteccao

Conforme descrito no item 4.2.5.1.5.
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4.25.2.9 Andlise quantitativa

A quantificacdo das saponinas triterpénicas presentes no EBR foi realizada
mediante a equagao da reta gerada pela curva padrao da a-hederina. Para o célculo
da concentracédo de saponinas totais, utilizou-se o somatorio das areas dos sinais de

interesse e expressou-se como mitrafilina.

4.2.5.3 Determinacéo espectrofotométrica dos polifendis totais

A determinacdo de polifendis totais do EBR foi realizada pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Verza (2006) na
quantificacdo da fracdo tanante de Psydium guajavum, ajustando-se os parametros
para a andlise do EBR de U. tomentosa. O método analitico foi validado, avaliando-
se os parametros de linearidade, precisédo, exatidao e determinacédo dos limites de
deteccao e quantificacdo (ICH, 2005).

42531 Método colorimétrico de Folin-Ciocalteu

Aliquotas de 2,0 mL de amostra, 2,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, 10,0
mL de agua purificada foram pipetadas em baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume
ajustado com solucdo de carbonato de sodio 20% (m/v). A absorvancia foi lida em
760 nm apdés 20 min da adicdo da solugdo de carbonato de sddio, de modo a
obterem-se leituras dentro da faixa de 0,2 a 0,8 U.A. Solu¢cdes de compensacgao

(branco) foram obtidas substituido o volume de amostra por agua purificada.

42532 Linearidade da substancia de referéncia

A linearidade do método foi avaliada a partir da curva padrdo da substancia de
referéncia epicatequina. Para a obtencdo das curvas analiticas foram preparadas
solugdes padréo de epicatequina nas concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL.

Em seguida procedeu-se conforme descrito no item 4.2.5.3.1, em triplicata, para
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cada solucdo padrdo obtida. Os resultados foram expressos pela média da
absorvancia de cada triplicata.

42533 Linearidade do extrato bruto reconstituido

Uma aliquota de 20,0 mL do EBR foi pipetada para baldo volumétrico de 50,0
mL e o volume completado com agua purificada. Desta solugéo, aliquotas de 1, 2, 3,
4 e 5 mL foram pipetadas para bal6es volumétricos de 50 mL, completando-se o
volume com agua purificada. Em seguida procedeu-se conforme descrito no item
4.2.5.3.1, em triplicata para cada solucdo amostra obtida. Os resultados foram

expressos pela média da absorvancia de cada triplicata.

4.25.34 Avaliacéo da linearidade

As curvas de linearidade obtidas foram submetidas a anélise de regresséo e
os resultados expressos pelos coeficientes de regressdo (R?), pelos limites de
confianca dos interceptos, pelo teste significancia dos coeficientes de inclinacédo das

retas e pela analise dos residuos padronizados pelo teste de Durbin-Watson.

4.25.35 Repetibilidade

Seis aliquotas de 3 mL do EBR, relativas ao ponto central da curva de
linearidade, foram diluidas a 50 mL com agua purificada. Em seguida, as amostras
foram tratadas conforme descrito no item 4.2.5.3.1. O resultado foi expresso pelo

desvio padréo relativo dos valores de absorvancia.

42536 Precisao Intermediaria

Aliguotas de 1, 3 e 5 mL do EBR foram pipetadas para bal6es volumétricos de
50 mL completando-se o volume com agua purificada. As amostras obtidas foram

tratadas conforme descrito no item 4.2.5.3.1. O procedimento foi realizado em trés
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dias consecutivos e o resultado foi expresso pelo desvio padréao relativo entre as
absorvancias obtidas nos trés dias de analise.

42537 Exatidao

Uma aliquota de 20 mL do EBR foi pipetada para baldo volumétrico de 50 mL e
o volume completado com &gua purificada. Desta solucéo, aliquotas de 2 mL foram
pipetadas para baldes volumétricos de 50,0 mL, contaminando-se com
concentracfes de epicatequina equivalentes a 20, 40, e 60 ug/mL completando-se o
volume com agua purificada. Apos o tratamento das amostras conforme descrito no
item 4.2.5.3.1, a exatidao foi avaliada verificando-se a porcentagem de recuperacao

pela seguinte equacao:

Concentracdo expernimental
=

— 100
Concentracéo tedrica

Recuperacao =

4.25.3.8 Limite de quantificacdo e limite de deteccdo

Conforme descrito no item 4.2.5.1.5.

4.25.3.9 Andlise quantitativa

O teor de polifendis totais do EBR foi determinado pela equacgéo da reta gerada

pela curva padrao da epicatequina, aplicando-se os fatores de diluicdo necessarios.

4.2.6 Separacédo da fragcao de polifenois do extrato bruto reconstituido

Visando a separacdo da fracdo polifendlica, principalmente dos taninos e
procianidinas, o EBR foi submetido a dois processos distintos: a separacao por

membranas e a adsorcédo em fase solida.
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4.2.6.1 Ultrafiltracdo do extrato bruto reconstituido

4.2.6.1.1 Preparacdo da membrana de ultrafiltracdo

O cassete de ultrafiltracdo contendo membrana de corte de 10 kD, foi
devidamente acoplado nas tubula¢des de entrada da alimentacao, saida do filtrado e
saida do retentato.

Para a remocéo dos conservantes das membranas, 500 mL de agua purificada
foram submetidas ao processo, utilizando fluxo de alimentacédo (J,) de 50 mL/min,
fechando-se a vélvula da saida do retentato, forcando todo liquido a perfundir a

membrana para o filtrado.

4.2.6.1.2 Preparacdo da amostra

Uma aliquota de 50 mL de EBR foi filtrada previamente em membrana de poro
de 0,45 um a fim de se remover qualquer material em suspensdo. Depois de
filtrada, a amostra foi colocada no recipiente do equipamento, mantido sob agitacao

magnética constante.

4.2.6.1.3 Condicdes de operacao

O processo de ultrafiltracdo foi operado em médulo de diafiltracdo, onde o
volume de liquido perdido para o filtrado é constantemente reposto por solucdo
hidroetandlica 40% (v/v), pela pressdo negativa gerada do reservatério da amostra.
O fluxo de alimentacdo (J;) estabelecido em 15 mL/min e a pressao
transmembranica em torno de 20 psi. O fim do processo foi estabelecido até o
volume de filtrado atingir 150 mL, equivalente a trés vezes o volume inicial de EBR

submetido ao processo.
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4.2.6.1.4 Avaliacéo dos resultados

A hidrodinamica do processo foi avaliada pelo monitoramento do fluxo do
filtrado (J;) ao longo do tempo de duracdo do processo. Em adicdo a este resultado,
o filtrado e o retentato foram coletados e avaliados conforme os parametros de pH
(tem 4.2.2.3), condutividade (item 4.2.2.4), teor de alcaloides oxindolicos

pentaciclicos (item 4.2.5.1), bem como pelo teor de polifendis totais (item 4.2.5.3).

4.2.6.2 Adsorcéo em fase sélida
4.2.6.2.1 Selecdo do tipo e da quantidade de agente de adsorcao a ser
empregado

Avaliou-se 0 emprego de materiais adsorventes de naturezas diversas como a
bentonita, o carvdo ativo, a caseina e a PVPP na remoc¢éo dos polifendis do EBR.
Para tanto, aliquotas de 10 mL do EBR, foram misturados com quantidades de 85,0,
2125, 425,0, 637,5 e 850 mg de cada um dos agentes de adsorcao, equivalentes as
proporcdes residuo seco:agente de adsorcédo de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:7,5, 1:10 (m/m).
Apds um periodo de agitacdo magnética de 1 hora, as amostras foram transferidas
para tubos de ensaios, e centrifugadas por 30 minutos em velocidade de 3000 RPM
e 0s sobrenadantes coletados e reservados.

4.2.6.2.2 Avaliacéo dos resultados

Os sobrenadantes foram avaliados conforme os parametros de pH (item
4.2.2.3), condutividade (item 4.2.2.4), teor de alcaloides oxindolicos pentaciclicos

(item 4.2.5.1), bem como pelo teor de polifendis totais (item 4.2.5.3).
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4.2.7 Desenvolvimento de método de fracionamento aplicado aos alcaloides
oxindélicos pentaciclicos de Uncaria tomentosa

42.7.1 Selecao da resina de troca idnica

A selecdo da resina a ser empregada no fracionamento dos alcaloides
oxinddlicos foi realizada mediante determinacdo da capacidade especifica de
adsorcdo e pela taxa de recuperacdo dos alcaloides oxindolicos apos tratamento
com as resinas Dowex Marathon MSC e Lewatit CNP-105 (PI e col., 2008).

Aliguotas de 100 mL de EBR foram adicionadas de 500 mg de cada resina, sob
agitacdo magnética durante 30 minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente
removidos e as concentracOes de alcaloides totais foram determinadas conforme

método analitico descrito no item 4.2.5.1.

As resinas foram extraidas com 10 mL de solu¢cdo de EtOH:NH,OH (99,9:0,1
v/v), sob agitacdo magnética, durante 30 minutos. Os sobrenadantes foram
cuidadosamente removidos e os teores de alcaloides totais foram determinados

conforme o método analitico descrito no item 4.2.5.1.

A capacidade de adsorcao especifica (Q) de cada resina foi determinada pela

seguinte equacao:

_ 'rcs-' C.‘J X V&m

Q
'r'lrl"'fres - .i:'f]

Onde Q é a capacidade de adsorcdo especifica (ug/g), Co e Ct sdo as
concentracdes (ug/mL) das aliquotas antes e apds o tratamento com as resinas, Vam
€ o volume (mL) das aliquotas de amostra, M,s € a massa de resina adicionada (g) e

p € o teor de umidade (g) da resina.

A taxa de recuperacdo (r) dos alcaloides apdés a extracdo das resinas foi

determinada pela seguinte equacéao:

(C. xV)

T TV,
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Onde r € a taxa de recuperacdo (%), C. é a concentracao total de alcaloides
(ug/mL) no liquido de extracdo, Ve € 0 volume das aliquotas de extracdo. C,, C; e

Vam S80 0S mesmos descritos na equacao anterior.

4.2.7.2 Técnica de fracionamento dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos

empregando resina aniénica

42721 Preparacdo da amostra para o fracionamento

Em um volume de 200 mL de EBR foram adicionados cerca de 17 g de PVPP
submetendo-se a agitacdo magnética durante 1 hora. Em seguida, filtrou-se em funil
de Buchner com papel filtro, lavando-se o residuo do filtro com mais 100 mL de
solucado hidroetandlica 40%. O filtrado foi acidificado a pH 3,0 com auxilio de solucao
de &cido férmico 10% (v/v).

4.2.7.2.2 Solugbes empregadas nas etapas de fracionamento
- Solucao de Lavagem (SL): solucéo hidroetandlica 40 % (v/v).

- Solucdo de Neutralizacdo (SN): solucdo tampéao de acetato de amdnio 0,3 M
pH 7,0.

- Solucdes de Extracao (SE):

SE;: solucdo EtOH: sol. NH,OH 10% (3:1 v/v)
SE»: solucdo EtOH: sol. NH,OH 1% (3:1 v/v)
SEj;: solugéo hidroetanolica 80 % (v/v)

- Solucado de Regeneracao (SR): solucao de HCI 5% (v/v).
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4.2.7.2.3 Preparacéo da resina para fracionamento

Cerca de 10 g da resina de caréater fortemente aniénico Dowex Marathon MSC®
MSC foram acondicionados em coluna de vidro (600 mm x 30 mm d.i.), com auxilio
de 500 mL de agua purificada sob fluxo de 5,0 mL/min. Em seguida adicionou-se
200 mL de solucdo hidroetandlica a 40%, sob fluxo de drenagem de
aproximadamente 5,0 mL/min (0,5 VL/min), deixando uma altura de liquido cerca de

1 cm acima do leito de resina.

4.2.7.2.4 Descricdo da técnica

Diferentes sistemas de fracionamento foram testados durante o
desenvolvimento da técnica de fracionamento. Para fins de melhor compreenséo

foram divididos em dois grupos, denominados Sistema | e Sistema II.
Sistema I:

- Adicdo da amostra: A amostra de extrato, preparada conforme o item
4.2.7.2.1, foi vertida na coluna e eluida sob fluxo de constante de 5 mL/min, até
restar uma altura de liquido cerca de 1 cm acima do leito de resina. O eluato

desta etapa foi denominado de fracdo de primeira passagem.

- Lavagem da resina: A etapa de lavagem foi efetuada adicionando-se 200 mL
da SL, sob fluxo de 5 mL/min, até eliminar todo liquido da coluna. O eluato

desta etapa foi denominado de fracdo de lavagem.

- Extracdo: Cerca de 500 mL da SE; ou da SE; (item 4.2.7.2.2) foram
adicionados lentamente na coluna, mantendo-se o fluxo de eluicdo de 3

mL/min, até ndo restar mais liquido na coluna.

- Regeneracao da resina: Foi realizada adicionando-se 300 mL da SR sob fluxo

de 3,0 mL/min. A resina foi armazenada na mesma solugao até o proximo uso.
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Sistema Il:

- Adicdo da amostra: A amostra preparada conforme o item 4.2.7.2.1 foi vertida
na coluna e eluida sob fluxo de constante de 5,0 mL/min, até restar uma altura
de liquido cerca de 1 cm acima do leito de resina. O eluato desta etapa foi

denominado de fracdo de primeira passagem.

- Lavagem da resina: A etapa de lavagem foi efetuada adicionando-se 100 mL
de SL, sob fluxo de 5 mL/min, até eliminar todo liquido da coluna. O eluato

desta etapa foi denominado de fracao de lavagem.

- Neutralizacédo: Cerca de 300 mL de SN foram adicionados cuidadosamente

na coluna e eluidos sob fluxo de 5 mL/min até eliminar todo liquido da coluna.

- Extracdo: Cerca de 300 mL de SEj; foram adicionados aos poucos na coluna,

mantendo-se o fluxo de eluigdo de 5,0 mL/min, até ndo restar liquido na coluna.

- Regeneracao da resina: Foi realizada adicionando-se 300 mL da SR sob fluxo

de 3,0 mL/min. A resina foi armazenada na mesma solucao até o proximo uso.

As fracBes de primeira passagem e as fracdes de lavagem, constituidas pelos
compostos sem afinidade pela resina anibnica, foram reunidas e denominadas
eluato da resina aniénica (ERA). O eluatos das etapas de extracdo, constituidos
pelos compostos inicialmente retidos pela resina anibnica, foram denominados

fracOes enriquecidas de alcaloides (FALC).

4.2.7.2.5 Avaliacéo do pH

A avaliagéo do pH do ERA e da FALC foi realizado conforme descrito no item
4.2.2.3.
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4.2.7.2.6 Avaliacao da condutividade

A condutividade do ERA e da FALC foi avaliada conforme descrito no item
4.2.2.4.

4.2.7.2.7 Liofilizagéo das fragOes obtidas

O ERA foi concentrado em rotaevaporador e liofilizado conforme descrito no
item 4.2.3. A FALC foi acidificada a pH 4,0, concentrada em rotaevaporador e

liofilizada, conforme item 4.2.3.

42.7.2.8 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

A avaliagcdo das caracteristicas macroscopicas foi realizada mediante
observacédo da cor e dos aspectos gerais das fragdes liofilizadas.

4.2.7.2.9 Determinacéo do rendimento

Foi avaliado mediante comparacao relativa da massa residual de cada fracao
com a massa inicial de EBL submetida ao processo.

4.2.7.2.10 Andlise dos constituintes das fracdes

As fragbes ERA e FALC foram submetidas as técnicas analiticas descritas no
item 4.2.5.
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4.2.8 Desenvolvimento de técnica de fracionamento aplicado a fracdo de

saponinas triterpénicas de Uncaria tomentosa

Para a obtencdo de fracdo enriquecida de heterosideos triterpénicos foram
testadas duas técnicas diferentes, tendo como ponto de partida a fragdo ERA,
resultante do processo anterior de fracionamento dos alcaloides oxindolicos. Na
primeira técnica foi utilizada resina catibnica e seu desenvolvimento é descrito no
presente trabalho. A segunda técnica refere-se aquela descrita por Pavei (2010),

gue emprega resina poliaromatica, de carater hidrofébico.

4.2.8.2 Técnica de fracionamento das saponinas triterpénicas empregando

resina catibnica

4.28.2.1 Preparacdo da amostra do extrato para fracionamento

Exatamente cerca de 1,00 g do ERA liofilizado foi transferido para balédo
volumétrico de 500 mL com auxilio de solu¢cdo hidroetandlica 40% (v/v),
completando-se o volume com a mesma solucdo. O extrato foi dissolvido sob banho
de ultrassom por 5 minutos. Em seguida, ajustou-se o pH a 8,0 com auxilio de

solucéo de hidroxido de aménio 10% (v/v), sob agitacdo magnética.

4.2.8.2.2 Solucdes empregadas nas etapas de fracionamento
- Solucédo de Lavagem (SL): solucéo hidroetandlica 40 % (v/v).

- Solucao de Acidificacédo (SA): solucao de acido férmico 0,3 M.

- Solucgédo de Extragéo (SE): solucao hidroetandlica 80 % (v/v).

- Solucdo de Regeneracgdo (SR): solugéo de hidroxido de sodio 5% (m/v).
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4.2.8.2.3 Preparo da resina para o fracionamento

Cerca de 10 g da resina de carater fortemente catiénico (Amberlite IRA-958)
foram acondicionados na coluna de fracionamento (600 mm x 30 mm d.i.), com o
auxilio de 500 mL de agua purificada sob fluxo de 5,0 mL/min. Em seguida
adicionou-se 200 mL de solucédo hidroetanodlica a 40%, sob fluxo de 5,0 mL/min,

deixando uma altura de liquido cerca de 1 cm acima do leito de resina.

4.2.8.2.4 Descricdo da técnica

- Adicdo da amostra: A amostra preparada conforme o item 4.2.8.2.1 foi vertida
na coluna e eluida sob fluxo de constante de 3 mL/min até restar liquido a
cerca de 1 cm acima do leito de resina.

- Lavagem da resina: A etapa de lavagem foi efetuada adicionando-se 100 mL

de SL, eluindo-se sob fluxo de 5,0 mL/min, até eliminar todo liquido da coluna.

- Acidificag&o do leito: Cerca de 300 mL de SA foram adicionados na coluna e

eluidos sob fluxo de 5,0 mL/min até eliminar todo liquido da coluna.

- Extracdo: Cerca de 300 mL de SE foram adicionados, mantendo-se o fluxo de
5,0 mL/min.

- Regeneracao da resina: Foi realizada adicionando-se 300 mL da SR sob fluxo

de 3,0 mL/min. A resina foi armazenada na mesma solugao até o préximo uso.

O eluato da etapa de extracdo foi denominado fracdo &cida de triterpenos
(FAT).

42825 Avaliacéo do pH

A avaliacao do pH da FAT foi realizado conforme descrito no item 4.2.2.3.
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4.2.8.2.6 Avaliacdo da condutividade elétrica

A condutividade da FAT foi avaliada conforme descrito no item 4.2.2.4.

4.2.8.2.7 Liofilizac&o

A FAT foi concentrada em rotaevaporador e liofilizada conforme item 4.2.3.

4.2.8.2.8 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas do liofilizado

A avaliagcdo das caracteristicas macroscopicas foi realizada mediante

observacédo da cor e dos aspectos gerais da fracdo enriquecida liofilizada.

4.2.8.2.9 Avaliacdo do rendimento

Foi avaliado mediante comparacao relativa da massa residual da fracdo obtida

com a massa inicial de ERA submetida ao processo.

4.2.8.2.10 Andlise dos constituintes da fracdo enriquecida

A FAT, depois de liofilizada, foi submetida as técnicas analiticas descritas no
item 4.2.5.

4.2.8.3 Técnica de fracionamento das saponinas triterpénicas empregando
resina poliaromatica (PAVEI, 2010).
4.28.3.1 Preparo da amostra para o fracionamento

Exatamente cerca de 300 mg do ERA liofilizado foram transferidos para baldo

volumétrico de 100 mL com auxilio de agua purificada, completando-se o volume
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com a mesma solugdo. O extrato foi dissolvido com auxilio de banho de ultrassom

por 5 minutos.

4.2.8.3.2 Solugbes empregadas na etapa de fracionamento
- dgua

- solugcdo de metanol:agua (30:70 v/v)

- solucdo de metanol:agua (50:50 v/v)

- solucdo de metanol:agua (70:30 v/v)

- solucdo de metanol:agua (90:10 v/v)

- metanol

4.2.8.3.3 Preparo da resina

Com auxilio de uma proveta, cerca de 60 mL da resina poliaromatica Diaion
HP-20 foram transferidos para um erlenmeyer de 500 mL e imersos em quantidade
suficiente de metanol, mantendo-se a agitacdo em agitador orbital. A mistura foi
acondicionada na coluna de vidro (600 mm x 30 mm d.i.), com o auxilio de mais 100
mL de metanol. Em seguida, adicionou-se 200 mL de solucdo metandlica a 50%,
sob fluxo de 3,0 mL/min, e, por fim, mais 200 mL de agua purificada sob 0 mesmo
fluxo, deixando uma altura de liquido cerca de 1 cm acima do leito de resina, o qual

foi mantido durante todo fracionamento.

4.2.8.3.4 Descricao da técnica

A amostra preparada conforme o item 4.2.8.3.1 foi vertida na coluna e eluida
sob fluxo de constante de 2 mL/min. Em seguida, procedeu-se ao regime de eluicéo
em gradiente decrescente de polaridade, empregando 200 mL de cada solucéo
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descrita no item 4.2.8.3.3. O eluato da solucdo metanol:agua (90:10 v/v) foi recolhido

e denominado de F90.

4.2.8.35 Avaliacéo do pH

A avaliacao do pH da F90 foi realizado conforme descrito no item 4.2.2.3.

4.2.8.3.6 Avaliacdo da condutividade elétrica

A condutividade da F90 foi avaliada conforme descrito no item 4.2.2.4.

4.2.8.3.7 Liofilizac&o

A F90 foi concentrada em rotaevaporador e liofilizada conforme item 4.2.3.

4.2.8.3.8 Avaliacao das caracteristicas macroscopicas dos liofilizados

A avaliacdo das caracteristicas macroscopicas foi realizada mediante

observacédo da cor e dos aspectos gerais da fracdo enriquecida liofilizada.

4.2.3.8.9 Avaliacéo do rendimento

Foi avaliado mediante comparacao relativa da massa residual da fracdo obtida

com a massa inicial de ERA submetida ao processo.

4.2.3.8.10 Andlise dos constituintes da fracdo enriquecida

A F90, depois de liofilizada, foi submetida as técnicas analiticas descritas no

item 4.2.5.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO






53

5.1 Caracterizacdo da matéria prima vegetal

A producéo de todo medicamento comeca pelo estabelecimento de critérios de
qualidade para as matérias primas utilizadas na sua fabricacdo. Em se tratando de
produtos de origem vegetal, este processo € realizado via procedimentos especificos
de colheita, identificacdo botanica, amostragem, estabilizacdo e caracterizacdo. Em
relacdo a Ultima etapa, o éxito é alcancado fazendo-se uso de procedimentos bem
estabelecidos e aceitos por compéndios oficiais, 6érgdos harmonizadores e
reguladores. Esta avaliacdo deve contemplar ndo somente a etapa inicial, porém
todas as etapas de transformacao tecnoldgica da matéria prima vegetal (FARIAS,
2003).

A amostra de cascas rasuradas de U. tomentosa utilizada neste trabalho foi,
conforme dados do fornecedor, previamente secas ao ar e sua identidade foi
certificada mediante laudo botanico emitido pelo mesmo (ANEXO 1). Esta
certificacdo é indispensavel devido ao crescente niumero de espécies do género
Uncaria que vem ganhando relevancia etnofarmacologica e farmacoldgica, o que
propicia a ocorréncia de equivocos e adulteracées (QUINTELA; DE UGAZ, 2003;
HEITZMANN e col., 2005).

Considerando que uma umidade residual elevada nas matérias primas vegetais
pode favorecer reacbes quimicas de degradacdo e proliferacdo microbioldgica, o
teor de umidade residual foi determinado obtendo-se o valor de 7,6 + 0,2 % (m/m),
valor que esta dentro do preconizado para as matérias primas vegetais em
diferentes farmacopéias, que varia de 8% a 14%, de acordo com o farmacdgeno
(FARIAS, 2003).

5.2 Preparacéo e caracterizacdo da solucao extrativa

O método de extracdo, o sistema solvente, e a proporcdo droga:solvente
utilizados foram os mesmos estabelecidos por Pavei (2010), que otimizou as
condicdes de extracdo mediante um desenho fatorial, considerando como variaveis
de saida teor de extrativos o teor total de alcaloides. Afora o mencionado, a

maceracdo com agitacdo ocasional, em solucdo hidroetanodlica 40% (v/v), se
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apresenta como um método simples e sem o emprego de calor, 0 que minimiza
possiveis eventos de isomerizacdo e degradacdo dos alcaloides estudados (PAVEI,
2010)

Na tabela 4 encontram-se o0s parametros de caracterizacdo da solucao
extrativa (SE).

Tabela 4. Parametros de caracterizacdo da solucao extrativa das cascas de Uncaria
tomentosa.

H: Residuo seco Densidade Condutividade
xp+é (% m/m) (g/mL) (uSlcm)
- X+S X+ S X+S
4,89 + 0,01 0,85+ 0,03 0,98 £ 0,01 233+2

X: média de trés determinacdes; S: desvio padrao

Os valores de residuo seco e pH obtidos para a SE foram préximos aos obtidos
por Pavei (2010) de 0,89 + 0,01 % e 4,75 = 0,01, respectivamente. A determinagao
da condutividade elétrica, mesmo ndo sendo um parametro usual na caracterizacao
de extratos vegetais, tem como objetivo estabelecer um valor de referéncia quando
da aplicacéo de técnicas de purificacdo em fase sélida e separa¢do por membranas,
além de permitir a avaliagdo da carga ibnica inerente a solugdo extrativa obtida. Os
valores, no entanto, devem ser vistos com reserva visto as quantidades significativas

de etanol nas amostras.

A obtencdo do extrato bruto liofilizado (EBL) teve como objetivos principais
estabelecer e preservar a composicdo original da SE, possibilitando detectar
alteracdes induzidas pelo processamento tecnolégico adotado ao longo do
desenvolvimento do trabalho, e, ao mesmo tempo, servir como material de partida
na obtencdo do extrato bruto reconstituido (EBR) por retomada em solucéo
hidroetandlica a 40% (v/v), na concentracdo de 0,85% (m/m), referente ao teor de

residuo seco calculado para a SE.

O EBL apresentou-se como um po fino, de cor avermelhada e bastante
higroscopico. A umidade residual determinada foi de 7,31+ 0,22%, que € um valor

compativel com o relatado previamente por Pavei (2010), que foi de 7,66 + 0,91%.
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5.3  Anélise dos principais constituintes do extrato bruto reconstituido

Adicionalmente ao relatado no presente trabalho foram testados o emprego de
técnicas qualitativas por CCD para os alcaloides oxinddlicos pentaciclicos e
flavonoides de Uncaria tomentosa (VAN GINKEL, e col., 1997; VALENTE e col.,
2006), bem como o emprego de sistemas cromatograficos relatados para
heterosideos triterpénicos de outras espécies (KRAEMER, 1997; AYHAYDE, 2000).
No entanto, a capacidade discriminatoria em termos de especificidade e resolugéo
cromatografica, ndo se mostrou apropriada no monitoramento dos processos

tecnoldgicos desenvolvidos aplicados a estes grupos de substancias.

Este fato encoraja um estudo mais aprofundado no desenvolvimento e
otimizacdo de métodos por CCD para uma avaliacdo fidedigna dos constituintes da
espécie em questdo. Neste sentido, o monitoramento utilizando técnicas por CLAE
e espectrofotometria UV/VIS mostraram ser estritamente necessarias.

5.3.1 Andlise por CLAE dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos

No cromatograma por CLAE-DAD obtido para a EBR observou-se a presenca
de 4 picos majoritarios (Figura 6). O pico relativo a mitrafilina (MIT) foi identificado
com auxilio da substancia de referéncia. Os picos 1, 3 e 4 foram atribuidos, de
acordo com a ordem de eluicio em sistemas cromatograficos semelhantes
(GANZERA e col., 2004; PILARSKI e col., 2006). O primeiro deles corresponde a
especiofilina, o terceiro resulta da coeluicdo da isomitrafilina e pteropodina, e o
qguarto a isopteropodina. A mesma ordem de eluicdo também pode ser observada
em trabalhos anteriores, onde a separacdo das substancias isomitrafilina e
pteropodina s6 é alcancada em condi¢des cromatogréaficas especificas, porém tidas
como pouco reprodutiveis (STUPPNER e col., 1992; LAUS;KEPLINGER, 1994).

Os espectros de absorcdo no UV obtidos de cada um dos 4 picos, com auxilio
do detector de arranjo de diodos (DAD), demonstram comportamentos espectrais
muito semelhantes, com maximos de absor¢cdo em torno de 245 nm. Desta forma,
para fins de quantificacdo, os teores dos picos P1, P3 e P4 também foram expressos

como mitrafilina.
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Os resultados da avaliacdo da linearidade para as curvas analiticas da

mitrafilina e do extrato EBR estao apresentados nas tabelas 5 e 6. Dados adicionais

referentes ao teste de linearidade do encontram-se no ANEXO II.
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Figura 6. Perfil cromatografico por CLAE-DAD dos principais alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos do extrato bruto das cascas de Uncaria tomentosa e 0s respectivos
espectros de absor¢do no UV (200-400 nm).

Tabela 5. Resultados da analise de regressao da curva analitica da mitrafilina.

Coeficientes Erro padréo LC inferior LC superior valor-P

Intersecdo (a) | -1746,0095  347,8290  -2474,0239 1017,9951 7,60x10°

Inclinacdo (b) | 34106,7333  107,7093  33881,2951 34332,1716 7,82x10°%
R?=0,9998 dWearc = 1,16

LC: limite de confianca; R": coeficiente de regressao linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson
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Tabela 6. Resultados da andlise de regressao da curva analitica do extrato bruto
reconstituido na quantificacéo dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos.

Coeficientes Erro padrao LC inferior LC superior valor-P

|ntersegao (a) 235,3857 565,3769 -947,9618 1418,7332 0,6818

Inclinagéo (b) | 77238,3529  411,9426  76376,1471 78100,5588 1,64x10°

R?= 0,9994 dWeae = 2,18

LC: limite de confianca; R": coeficiente de regressao linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson

A analise de regressdo linear das curvas obtidas tanto para mitrafilina quanto
para o EBR evidenciaram a auséncia de desvios de linearidade, com valores de R?
acima de 0,999. Os limites de confianca superior e inferior para os interceptos (a)
compreendem o valor zero nas equagOes lineares, indicando auséncia de erro
sistematico constante. A andlise dos residuos padronizados indica auséncia de
outliers visto que todos os valores encontram-se entre os limites de 2 e -2. O teste
de Durbin-Watson (dw) evidenciou a auséncia de autocorrelacdo entre os residuos
das regressoOes visto que os valores de dwcy. Sao ambos maiores que dWinserior €
dWsyperior de 0,81 e 1,07, respectivamente, para n=15 e a=0,01.

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) determinados para a curva
analitica da mitrafilina foram de 0,03 pug/mL e 0,09 pg/mL, respectivamente. Os
valores sdo muito proximos aos obtidos nos trabalhos de Pavei (2010), de 0,02
pg/mL (LD) e 0,06 pg/mL (LQ).

Na tabela 7 estdo apresentados as concentracfes de mitrafilina e os picos P1,
P3 e P4 no EBR determinados por CLAE-PDA.
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Tabela 7. Concentracdes dos alcaloides oxindolicos pentaciclicos no extrato bruto
reconstituido e no extrato bruto liofilizado de Uncaria tomentosa.

Pico Concentragcao no Concentragétl) no EBL DPR

EBR (ug/mL) (9%) (%)
P1 25,00 0,30 1,19
MIT 23,94 0,28 1,28
P3 52,73 0,63 0,99
P4 23,22 0,27 0,91
Total 123,72 1,48 0,80

MIT: mitrafilina; EBR: extrato bruto reconstituido; EBL: extrato bruto liofilizado; (1) expresso em
gramas de mitrafilina em 100 g de extrato bruto liofilizado; DPR: desvio padréo relativo.

5.3.2 Andlise por CLAE das saponinas triterpénicas

A analise quali e quantitativa de triterpenos por CLAE-UV é um verdadeiro
desafio ao desenvolvimento de métodos analiticos devido a auséncia de cromoforos
com absorcao acima de 205-215 nm, a alta complexidade das misturas como a que
esses compostos costumam ocorrer em vegetais, ao carater anfifilico dos mesmos e
a caréncia de substancias quimicas de referéncia disponiveis comercialmente. A
deteccdo em UV destas substancias freqientemente é realizada em comprimentos
de onda situados entre 200 a 210 nm, implicando em forte interferéncia devida aos

demais constituintes da amostra e da propria fase mével (OLESZEK, 2002).

No que tange a analise das saponinas de Uncaria tomentosa, a Unica tentativa
de estabelecer um perfil cromatografico fidedigno destes compostos na espécie é
devida aos trabalhos de Pavei (2010), que preconiza a eluicdo em gradiente de
acido férmico 0,01% e acetonitrila, temperatura de 35 °C, fluxo de 1,0 mL/min e

deteccdo em 205 nm.

Neste trabalho, a analise da fracao triterpénica do EBR mediante as condi¢bes

cromatograficas propostas pelo trabalho citado mostrou restricbes para a
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reprodutibilidade do método analitico, originadas pelo baixo comprimento de onda
utilizado, e em conseqiiéncia, as interferéncias associadas ao acido férmico e aos

demais constituintes presentes no EBR.

Dentre as estratégias adotadas para superar os problemas citados, a troca do
acido formico pelo acido perclérico e o aumento do comprimento de onda de anélise,
de 205 para 210 nm, trouxeram vantagens para a obtencdo de um sistema

cromatografico reprodutivel para a separacéao das saponinas do EBR (Figura 6).

Para a validacdo do método analitico baseou-se no pico niumero 1 (P1), que
além de uma resolucdo satisfatoria mostrou espectro absor¢cdo no UV tipico de
saponinas. A fracdo triterpénica total foi expressa considerando o somatorio das
areas dos picos numerados de 1 a 18, os quais apresentaram espectros de

absorcéo no UV semelhantes ao P1 (Figura 7).
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Figura 7. Perfil cromatografico por CLAE-DAD das saponinas do extrato bruto
reconstituido de Uncaria tomentosa. Em detalhe o espectro de absor¢cdo no UV
(190-400nm) do pico 1 (P1).

Considerando a inexisténcia de substancias de referéncia disponiveis
comercialmente, a saponina a-hederina foi utilizada como padréo externo (Figura 8).

A a-hederina, assim como grande parte dos heterosideos do acido quindvico
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relatados para Uncaria tomentosa, € uma saponina monodesmosidica de carater

acido (Figura 9).
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Figura 8. Perfil cromatografico por CLAE-DAD da a-hederina, mostrando em detalhe
0 espectro de absorcao no UV (190-400nm) da substéancia de referéncia.

Figura 9. Estrutura quimica geral da a-hederina (A) e dos derivados do &cido
quinévico (B). Adaptado de Pavei (2010).
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Os resultados da avaliagdo da linearidade da curva analitica da a-hederina
estao detalhados na tabela 8. Dados adicionais referentes ao teste de linearidade do

encontram-se no Anexo lll.

Tabela 8. Resultados da analise de regressao linear da curva padréo da substancia
de referéncia a-hederina.

Coeficientes Erro padrao LC inferior LC superior valor-P
Intersecao (a) 2278,33 1072,53 -38,73 4595,40 0,05
Inclinagao (b) 6376,81 50,56 6267,59 6486,04 1,84x10%

R?= 10,9991 dwgae = 1,49

LC: limite de confianca; R”: coeficiente de regresséo linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson

A partir da andlise do coeficiente de regressao linear (0,9991) constata-se que,
nas condicdes cromatograficas empregadas, a curva analitica da a-hederina
apresenta linearidade bastante satisfatoria. Os limites de confianca da intersecc¢éo
da curva (a) incluem o zero, evidenciando auséncia de erro sistematico constante. A
andlise dos residuos padronizados da regressdo nao aponta para a presenca de
outliers, estando todos os pontos situados entre os valores de 2 e -2. O teste de
Durbin-Watson (dw) evidenciou a auséncia de autocorrelacdo entre os residuos da
regressdo Vvisto que dwcayc € maior que OWinferior € dWsyperior de 0,81 e 1,07,

respectivamente, para n=15 e a=0,01.

Calculados conforme as equacdes preconizadas pelo ICH (2005), os limites de
deteccdo e quantificacdo para a substancia de referéncia apresentaram valores de
0,55 pg/mL e 1,68 pg/mL, respectivamente. Os valores foram significantemente
maiores do que aqueles obtidos por Pavei (2010) de 0,16 pg/mL e 0,47 pg/mL. Esta
diferenca pode estar relacionada ao menor comprimento de onda empregado no
trabalho mencionado, o que torna 0 método de analise destes compostos mais

sensivel. Esta maior sensibilidade do método € refletida na inclinacdo (b) da curva



62

analitica obtida no trabalho anterior de 7227,59, valor superior ao obtido na curva
analitica obtida no presente trabalho (tabela 8).

A avaliagcédo da linearidade foi igualmente realizada para o EBR, considerando
0S mesmos parametros descritos na analise de regressdo da o-hederina,

monitorando-se a area do Pico 1. Os resultados encontram-se descritos na tabela 9.

Tabela 9. Resultados da analise de regressao da curva analitica do extrato bruto
reconstituido na quantificacdo das saponinas triterpénicas

Coeficientes Erro padrdo LC inferior LC superior valor-P
Intersecéo (a) 1441,57 365,11 677,37 2205,76  8,62x10™
Inclinagdo (b) | 31184,42 209,23 30746,50 31622,34 1,28x10°%

R?=0,9989  dweae = 1,31

LC: limite de confianca; R”: coeficiente de regressao linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson

Os resultados da avaliacdo da linearidade do EBR, considerando o coeficiente
de regressao obtido (0,9989), evidenciam a auséncia de desvios de linearidade na
faixa de concentracdes estabelecida. A partir da observacéao dos limites de confianca
para a interseccédo (a) denota-se que estes nao incluem o valor zero, indicando a
existéncia de um pequeno erro sistematico constante, que pode estar atrelado a
complexidade da matriz. O teste de Durbin-Watson (dw) evidenciou a auséncia de
correlacdo entre os residuos da regressao visto que dwcac € maior que dWinserior €

dWsyperior de 0,81 e 1,07, respectivamente, para n=15 e a=0,01.

A precisdao do método cromatografico para o EBR foi avaliada mediante a
determinacao dos parametros de repetibilidade e precisédo intermediaria (tabela 10).
Na repetibilidade s&o expressas as variacdes obtidas apds varias replicatas do
método analitico em um curto periodo de tempo, enquanto que na precisao
intermediaria o sdo as variacbes obtidas na aplicacdo do método analitico sob a

influéncia de fatores diferentes, como dias ou analistas (ICH, 2005).
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Tabela 10. Resultados da avaliacdo dos parametros relativos a precisdo do método
de analise por CLAE das saponinas triterpénicas do extrato bruto reconstituido de
Uncaria tomentosa.

Amostra Preciséo intermediaria Repetibilidade
X + S (DPR%) X + S (DPR%)
Pico 1 Somatorio Pico 1 Somatorio
EBR
53921,66 1189361,26 53978,26 1140970,05
(2,69) (3,64) (1,07) (1,41)

EBR: extrato bruto reconstituido; X: média das areas; S: desvio padrdo; DPR%: desvio padrao

relativo;

Em ambos os parametros foram considerados tanto as areas do Pico 1
isoladamente, quanto o somatorio das areas dos picos de numerados. Os resultados
demonstraram valores de DPR abaixo de 5%, considerados bastante satisfatorios
tendo em vista o limite maximo aceitavel de 15% para matrizes complexas (FDA,
2001).

No teste de exatiddo as recuperacdes ficaram todas proximas ao valor de
100% (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados do teste de exatiddo do método de analise por CLAE das
saponinas triterpénicas no extrato bruto reconstituido de Uncaria tomentosa.

Concentracdo Concentracao . Recuperacéo
tedrica experimental DPR (%) Recup:eragao média (%)
(mg/mL) (mg/mL) (%) (DPR %)
9,96 10,13 1,23 101,71

19,92 20,49 1,22 102,86 101,72 (1,11)
29,88 30,06 0,97 100,60

DPR: desvio padrao relativo;

Na tabela 12 estdo descritas as concentracdes do Pico 1 e os teores totais de

saponinas triterpénicas no EBR e no EBL, expressas como a-hederina.
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Tabela 12. Concentracdo de saponinas triterpénicas no extrato bruto reconstituido e
no extrato bruto liofilizado de Uncaria tomentosa.

Concentracéo no EBR | Concentracdo no EBL* DPR (%)
(mg/mL) (9%)
Pico 1 0,06 0,80 0,59
Total 1,55 18,37 3,25

EBR: extrato bruto reconstituido; EBL: extrato bruto liofilizado; (1) expresso em gramas de a-hederina
por 100 g de extrato bruto liofilizado; DPR: desvio padrdo relativo

5.3.3 Determinacao espectrofotométrica dos polifendis totais

Os relatos de quantificacdo da fracdo de compostos fendlicos presentes nas
cascas de U. tomentosa sdo escassos. No que se refere a andlises por CLAE, 0s
trabalhos disponiveis relatam a deteccdo e quantificacdo de &acidos fendlicos,
flavonoides e até proantocianidinas diméricas (GONCALVES e col., 2005; PAVEI e
col., 2010). Em ambos os casos, a totalizacdo dos teores de compostos fendlicos
esbarra nas dificuldades da analise cromatografica dos taninos condensados de
maior grau de polimerizagdo, presentes nos extratos hidroalcodlicos das cascas da
planta (SCHOFIELD e col., 2001; HEITZMANN e col., 2005).

A busca por um método simples e eficaz de determinacao do teor de polifendis
totais conduziu ao emprego do ensaio colorimétrico utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu. O método de doseamento envolve a formacdo de um complexo de &cido
fosfotungstico/acido fosfomolibdico, de cor azul, resultado da reducdo do reagente
pelas hidroxilas fendlicas dos componentes em solu¢do (SCALBERT e col., 1992).

Pilarski e col., (2006) relatam a determinacdo e comparacdo do teor de
polifendis totais de diferentes extratos de U. tomentosa aplicando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, contudo, utilizando procedimento de preparacéo de
amostra especifico sujeitas a contestacdo. Conforme demonstrado por Verza (2006),
0 método de doseamento do teor de polifendis totais utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu, incluindo o método de determinacdo de taninos totais da European

Pharmacopoeia (2005), merece uma adequacdo das condicbes analiticas,
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avaliando-se, caso a caso, a natureza dos polifendis da amostra sob analise e a
substéancia de referéncia utilizada.

Para a validagdo do método analitico, a epicatequina foi escolhida como
substancia de referéncia com base na composi¢cado quimica da fracdo de compostos
fendlicos relatados para U. tomentosa, onde essa substéancia se faz presente, tanto
na forma isolada como na composicado dos taninos condensados (GONCALVES e
col., 2005; PILARSKI e col., 2006).

A selecdo do comprimento de onda de leitura das amostras foi realizada
mediante comparacdo dos espectros de varredura obtidos com a solugcdo de
epicatequina e com amostra do EBR de U. tomentosa, ap0s o tratamento descrito no
item 4.2.5.3.1 (Figura 10).
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Figura 10. Espectros de absor¢cédo da substancia de referéncia epicatequina (—) e
do extrato bruto reconstituido de Uncaria tomentosa (----+-), apds tratamento com o
reagente de Folin-Ciocalteu.

A analise comparativa dos comportamentos espectrais apresentados pela
epicatequina e pela amostra de EBR demonstrou maximos de absorgcdo proximos a
760 nm, caracteristico do produto de reacdo formado neste ensaio colorimétrico
(SCALBERT e col.,, 1992). Para fins quantitativos, utilizaram se os valores de
absorvancia em 760 nm.
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O tempo 6timo decorrido entre a adicdo da solucao de carbonato de sédio e a
leitura no espectrofotbmetro foi estabelecido mediante o acompanhamento da
cinética de reacdo, durante uma hora. Um maximo de absorvancia pode ser
observado préximo aos 20 minutos de reacdo. A diferenca dos 30 minutos
observados em trabalhos anteriores e preconizado em compéndios oficiais (DAB,
1986; F. BRAS.,1988; EUR. PH., 2002; SOARES, 2003; VERZA, 2006), o fato
observado reforca a necessidade da adequacdo das condi¢cbes analiticas a

diferentes amostras analisadas.

A linearidade do método para epicatequina foi avaliada na faixa de
concentracdo de 1,64 ug/mL a 8,23 pg/mL. A partir da analise da regressao (Tabela
13) obteve-se um comportamento linear satisfatério para o tipo de método analitico.
Dados adicionais da linearidade do método analitico encontram-se no Anexo IV.

Tabela 13. Resultados da andlise de regressdo linear da curva analitica da
epicatequina.

Coeficientes Erro padréo LC inferior LC superior valor-P

Intersecao (a) | 0,023567 0,004267 0,014349 0,032784  9,82x10°

Inclinacéo (b) | 0,089602 0,000781 0,087914  0,091291 6,35x10%

R?=0,9990 dwgae = 2,40

LC: limite de confianca; R": coeficiente de regressao linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson

A andlise dos limites de confianca para o intercepto (a) demonstra que 0s
mesmos nao compreendem o valor 0, indicando a presenga de algum erro
sistematico constante. O teste de Durbin-Watson (dw) evidenciou a auséncia de
autocorrelacdo entre os residuos da regressao visto que dwcgc € maior que dWinserior €

dWsyperior de 0,81 e 1,07, respectivamente, para n=15 e a=0,01.

A linearidade satisfatoria obtida para a substancia de referéncia pode ser
observada igualmente na analise do EBR, na faixa de concentracdo de 5,6 a 28,0
png/mL (Tabela 14).
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Tabela 14. Resultados da analise de regressao linear da curva analitica do extrato
bruto reconstituido na quantificacdo dos polifendis totais.

Coeficientes Erro padrao LC inferior LC superior valor-P
Intersecéo (a) | 0,013867 0,004083 0,005045 0,022689 0,004781
Inclinacéo (b) 21,41645 0,21998 20,94121 21,89169 5,31x10°%

R?=0,9986 dwgac = 1,04

LC: limite de confianca; R*: coeficiente de regressao linear; a=0,05; dw: teste de Durbin-Watson

A analise dos limites de confiangca para o intercepto (a) demonstrou que 0s
mesmos ndo compreendem o valor 0, indicando novamente a presenca de algum
erro sistematico constante. O teste de Durbin-Watson (dw) foi inconclusivo quanto a
presenca de autocorrelacdo entre os residuos da regressao visto que dwcyc € maior

que dWinterior de 0,81 e menor que dwWsyperior de 1,07 para n=15 e a=0,01.

Os resultados de precisdo intermediaria e repetibilidade do método estédo

descritos na tabela 15, encontrando-se ambos os valores de DPR% abaixo de 5%.

Tabela 15. Resultados da avaliacdo dos parametros relativos a precisdo do método
de andlise dos polifendis totais no extrato bruto de Uncaria tomentosa.

Precis3o intermediaria’
X (DPR %)

Repetibilidade”
X (DPR %)

0,398 (4,03)

0,401 (1,57)

X: média das absorvancias; DPR: desvio padrao relativo; 1: referente a trés analises realizadas em
trés dias diferentes; 2: referente a seis analises consecutivas em um mesmo dia;

No teste de exatiddo, apos serem adicionadas concentracfes conhecidas de
epicatequina (20 pg/mL, 40 pg/mL e 60 pg/mL) em diluicbes do EBR contendo
concentracdo de polifendis previamente determinadas de 31,27 pg/mL obtendo-se

taxas de recuperagdes dentro do intervalo de 95% a 105% (tabela 16).
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Tabela 16. Resultados do teste de exatiddo do método de determinacéo do teor de
polifendis totais no extrato bruto reconstituido de Uncaria tomentosa.

Concentracdo Concentracao _ Recuperacéao
o _ Recuperagéo o
teorica experimental DPR (%) %) media (%)
0

(Hg/mL) (Hg/mL) (DPR%)
61,39 64,49 1,13 104,87

81,39 84,02 1,51 103,22  103.31(1.48)
101,39 103,25 1,64 101,83

DPR%: desvio padréao relativo

Tabela 17. Concentracéo de polifendis totais no extrato bruto reconstituido e no
extrato bruto liofilizado de Uncaria tomentosa.

Concentracdo no | Concentracdo no EBL”
EBR (9%) DPR (%)
(mg/mL)
Polifendis
Hene! 2,65 31,03 1,51
Totais

EBR: extrato bruto reconstituido; EBL: extrato bruto liofilizado; (1) expresso em gramas de
epicatequina por 100 g de extrato bruto liofilizado; DPR: desvio padrao relativo

Para a quantificacdo do teor de polifendis totais no EBR foi utilizada a equacao
da reta obtida com a curva padréo da epicatequina (Tabela 17), obtendo-se um valor
cerca de trinta vezes maior do que o valor determinado por CLAE para 0 mesmo
extrato liofilizado, de 1,12 g% (PAVEI, 2010). Esta consideravel diferenca pode ser
atribuida ao fato de o método cromatografico abranger apenas alguns acidos
fendlicos e flavonoides com absor¢do em 325 nm, enquanto que o método
espectrofotométrico € de carater geral, determinando a concentracdo total de
polifendis, incluido taninos, flavonoides e os demais polifendis de baixa massa

molecular.
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5.4  Separacgao dos polifendis do extrato bruto reconstituido

Provavelmente a maior dificuldade encontrada no processo de transformacéo
tecnologica residiu na elevada concentracdo de polifendis presentes no EBR das
cascas U. tomentosa. Dentre os problemas observados em testes preliminares
destaca-se a grande tendéncia de co-precipitacdo destes compostos juntamente
com os alcaloides na etapa de concentracdo, bem como a incrustacao irreversivel
das resinas de troca ibnica utilizadas na obtencdo de fracbes purificadas de
derivados do &cido quinévico e dos alcaloides. A ocorréncia destes fendbmenos é
justificada pelo elevado teor de polifendis totais verificados para o EBR, perfazendo

de cerca de 30% da massa do EBL.

Na literatura ha estudos visando a retirada dos polifenéis do extrato bruto de U.
tomentosa com o objetivo restrito ao pré-tratamento das amostras para fins
analiticos. Utilizando a resina de poliamida 6 foi possivel melhorar os perfis
cromatograficos por CLAE e CCD dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos,
(GANZERRA e col., 2004; VALENTE e col., 2006).

Nesta etapa do trabalho vislumbrou-se ndo somente a remocdo, mas ao
mesmo tempo, a obtencdo de uma fracdo enriquecida dos polifenéis do EBR, cujos
estudos quimicos, tecnoldgicos e bioldgicos serdo discutidos em trabalho paralelo
desenvolvido dentro do grupo de trabalho.

Inicialmente avaliou-se a aplicagcdo do processo de ultrafiltracdo tangencial,
bastante empregado na concentracdo e purificacdo de macromoléculas como
proteinas, polissacarideos e oligonucleotideos, bem como no
beneficiamento/clarificacdo de sucos de frutas para a remocao de enzimas, taninos,
polissacarideos e pectinas (CARVALHO e col., 1998; YOUN e col., 2003; RAI e col.,
2005; YAZDANSHENAS e col., 2005; CASSANO e col., 2006; TASSELLI e col.,
2007). O processo, baseado na separacdo de compostos por exclusao molecular
exercida por membranas de poros inferiores a 0,1 ym, ainda € pouco explorado na
obtencéo de fracdes enriquecidas de compostos vegetais, fato este que instigou a
sua aplicagédo na obtencdo de uma fracdo de polifendis de alta massa molecular do

EBR de U. tomentosa.
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Na figura 11 estd demonstrado o comportamento hidrodindmico do EBR
durante o processo de ultrafiltracdo. Com o fluxo de alimentacdo e a pressao
transmembranica mantidos em 15 mL/min e 20 psi, respectivamente, o fluxo inicial
de filtrado foi de apenas 0,58 mL/min. O valor foi considerado baixo, visto que, nas
mesmas condi¢fes, utilizando-se agua purificada, o fluxo de filtrado é de 11,7
mL/min. O baixo valor de fluxo inicial de filtrado pode ser atribuido a presenca de
etanol na amostra e a mais alta interacdo do solvente com as membranas de
polietersulfona, de carater apolar. Além disto, denota-se um rapido decaimento deste
fluxo ao longo dos primeiros vinte minutos e uma aparente estabilizacdo do mesmo

em valores proximos a 0,1 mL/min.

0,70 1
0,60 1
0,50 1
0,40
0,30 A1

Js (mL/min)

0,20 A
0,10 A

0,00 . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 11. Representacdo grafica de fluxo do filtrado em funcdo do tempo de
processo de ultrafiltracdo tangencial do extrato bruto reconstituido de Uncaria
tomentosa.

O comportamento observado é tipico de processos com fenémeno de
deposicdo de solutos na membrana, mais conhecido como fouling, o qual é
responsavel pelo aumento da resisténcia hidraulica das membranas e pela
diminuicdo do fluxo do filtrado ao longo do processo (CARVALHO e col., 1998;
DOSMAR; PINTO, 2007). A reducdo irreversivel da permeabilidade hidraulica da
membrana foi observada, apés a lavagem com NaOH 0,1 M a 40 °C, quando o fluxo
de filtrado, utilizando-se agua purificada nas mesmas condi¢cdes de operacao, foi de
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somente 5,7 mL/min. O processo, para fins préticos, foi considerado inviavel para a
remocéao dos polifendis macromoleculares do EBR.

A impossibilidade de se empregar os processos de ultrafiltragdo fez com que se
buscassem outros métodos classicos de separacdo dos polifendis como o emprego
de agentes de clarificacdo, tradicionalmente utilizados no beneficiamento de bebidas
como vinhos, cervejas e sucos de frutas para eliminacdo da turbidez, diminuicdo da
adstringéncia e melhoramento do sabor (SARNI-MANCHADO e col., 1999; BASF,
2003; YOUN e col., 2004; RAI e col., 2005; GOKMEN; CETINKAYA, 2007).

Com excecao do carvao ativado, que age por adsorcao inespecifica, a maioria
dos agentes de clarificacdo atua por meio de ligacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, removendo diversas macromoléculas em solugdo, como pectinas,

proteinas e taninos.

A selecdo do melhor agente de pré-purificacdo, assim denominado neste
trabalho, levou em consideracdo ndo s6 a capacidade de remover os compostos
polifendlicos, mas também a avaliacdo de parametros criticos para a qualidade do

extrato resultante, como o pH, condutividade e teor total de alcaloides oxinddlicos.

Na figura 12 estdo demonstrados os graficos de monitoramento dos
parametros mencionados ap6s o tratamento do EBR com as quantidades pré-
estabelecidas dos agentes de pré-purificacdo, baseadas no residuo seco do EBR.

O tratamento do EBR com o carvao ativado provocou um aumento significativo
do pH e da condutividade do extrato, dando indicios de altera¢cdes na composi¢ao
qguimica da amostra e aumento da carga de ions em solu¢do. O aumento do pH é
caracteristica intrinseca da acdo do carvao ativado, observada principalmente no
tratamento da agua (KIBBE, 2000). Embora tenha se observado uma elevada
capacidade de remocéo dos polifendis totais, essa é também acompanhada pela
remocdo simultdnea dos alcaloides oxindolicos, reforcando suas caracteristicas

como adsorvente inespecifico.
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Figura 12. Efeito dos pré-tratamentos com quantidades crescentes de bentonita (*),
carvao ativado (¢), caseina (m) e PVPP (A) na variacdo do pH (a), condutividade
elétrica (b), concentracédo total de alcaloides (c) e na concentracao total de polifendis
(d) do extrato bruto reconstituido de Uncaria tomentosa.
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As amostras tratadas com bentonita também apresentaram um aumento
significativo no pH, o que confere com a caracteristica alcalina de dispersées de
argilas de uso farmacéutico, normalmente na faixa de 9,5 a 10,5 (KIBBE, 2000).
Também se observou um aumento expressivo na condutividade elétrica, cujos
valores triplicaram em relagdo ao valor obtido para o EBR nao tratado. O incremento
na condutividade pode ser explicado pelo fato de as particulas de bentonita,
fundamentalmente alumino-silicatos de sédio, adquirirem carga negativa, quando
dispersas em agua (LUCKHAM; ROSSI, 1999). Quanto a capacidade de remocao
dos polifendis, a bentonita demonstrou ser pouco efetiva. A complexacdo dos
alcaloides do EBR foi observada principalmente em baixas concentracdes, o que
pode ser explicado pela carga negativa das particulas solvatadas da argila. O
aumento do pH e da forca idnica provocados pelo aumento da quantidade de

bentonita podem ter favorecido a diminuigcdo da associacao dos alcaloides a argila.

A caseina, proteina freqientemente empregada em estudos de complexacao e
quantificacdo de taninos (LUCK e col., 1994; VERZA, 2006) demonstrou nao ser
eficiente na remocédo dos compostos fendlicos presentes no EBR. A caseina é
formada por a, B e k-caseinas, que formam micelas globulares protéicas em meio
aguoso. A estabilidade destas micelas é essencial para interacdo com os polifendis,
sobretudo os taninos (LUCK e col., 1994). Considerando o teor alcodlico de 40%
(v/v) do EBR, é possivel postular a desidratacdo dessas micelas globulares e a
desnaturacdo das subunidades protéicas, prejudicando assim a interacdo com 0sS
polifendis em solucdo. Os demais parametros como pH, condutividade e teor de
alcaloides, permaneceram praticamente inalterados apdés o tratamento com a
caseina, resultado da auséncia de interacdo da proteina com os demais

constituintes do EBR.

Entre os agentes de pré-purificacdo testados, os melhores resultados, em
termos de remocdo dos polifendéis do EBR foram obtidos com PVPP. A alta
capacidade de complexacdo dos polifendis relatada para varios derivados da
povidona (HORN; DITTER, 1982; MAKKAR, e col., 1995; SOARES, 2002, VERZA,
2006) pode ser relacionada aos grupamentos pirrolidona, os quais interagem atraves
de ligacbes de hidrogénio com os polifenéis em solucdo, de forma analoga a

observada para proteinas ricas em prolina (SIEBERT, 1999). Essa caracteristica
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favoravel foi acompanhada pela manutencdo dos valores originais de pH e
condutividade elétrica da solucdo, fato explicado pelo carater ndo iénico desse
polimero. Mais ainda, PVPP ndo mostrou afinidade pelos alcaloides oxinddlicos, haja
vista a manutencédo da concentracdo dos marcadores quimicos, mesmo nas maiores
quantidades empregadas desse polimero. O cromatograma por CLAE-PDA dos
alcaloides do extrato, ap0s o tratamento com a maior quantidade testada de PVPP,
nao apresentou alteracdes significativas, excetuando a diminuicdo dos sinais do
inicio do cromatograma, provavelmente relativos aos compostos retidos pelo

polimero (Figura 13).
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Figura 13. Andlise por CLAE do extrato pré-purificado obtido ap6s o tratamento com
PVPP na quantidade relativa a dez vezes a massa de residuo seco do extrato bruto
reconstituido de Uncaria tomentosa.
Com o emprego de agua purificada como solvente Unico desta etapa de pré-
purificacdo foi possivel observar a co-remocdo dos alcaldides juntamente com o0s
polifenadis, reforcando a alta interagédo destas duas classes de substancias em meio

aguoso.

O tratamento do EBR com a PVPP, na propor¢do de 10:1 (PVPP:residuo
seco), mantendo um tempo de contato de 60 minutos, sob agitacdo magnética, levou
ao produto doravante denominado extrato pré-purificado (EPP). Apds ter sido
liofiizado, o EPP apresentou-se como um pé aglomerado, higroscépico, de cor

amarela intensa, com umidade residualde 8,42% (m/m). O p6 apresentou uma
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grande instabilidade demonstrada pelo rapido escurecimento, quando as condi¢cfes
de luminosidade, temperatura e umidade n&o fossem rigorosamente controladas.
Devido a este fato, a pré-purificacdo do EB foi realizada sempre que necessario,

imediatamente antes do uso do EPP.

Para a obtencéo da fracdo purificada de polifendis de Uncaria tomentosa surge
a necessidade de extracdo destes compostos da PVPP. A etapa de extracdo dos,
conforme o fabricante da resina, requer condicfes drasticas como o emprego de
solugbes de NaOH 1 a 2% em temperaturas de 65 a 85 °C. Nestas condi¢des,
contudo, a integridade dos constituintes da fracdo polifendlica fica seriamente
comprometida. Devido a abundancia e complexidade da fracdo polifendlica de U.
tomentosa e as consequentes dificuldades analiticas impostas, um estudo mais
aprofundado, visando a otimizacdo do método de extracdo dos polifenéis da PVPP
avaliando-se o real impacto na constituicdo quimica desta fracao, fardo parte de um

trabalho a parte.

5.5 Obtencéao de fracdo enriquecida de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos

Dentre os métodos de separacado de alcaloides encontrados na literatura tecno-
cientifica, além da tradicional particdo liquido-liquido, encontra-se 0 emprego da
cromatografia de troca-iGnica, tanto nas etapas de preparacdo das amostras, como
na andlise cromatografica propriamente dita (CARVALHAES e col., 2002;
MOLYNEUX e col., 2002; BEALES e col., 2004; MROCZEK e col., 2006; Pl e col.,
2008).

Ao contrério dos trabalhos acima citados, o emprego de resinas macroporosas
de troca-iGnica no presente trabalho teve como finalidade a obtencdo de fragcéo
enriquecida dos alcaloides de U. tomentosa com alto rendimento e teor. As resinas
macroporosas, em relacdo as resinas usuais em forma de gel, possuem uma maior
estabilidade frente ao uso de solventes organicos, melhor recuperacdo dos
compostos de interesse e maior facilidade de regeneragcdo (BARRETO JR e col.,,
2005).
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Pi e colaboradores (2008), na obtencao de fragGes purificadas dos alcaloides
sanguinarina e queleritrina a partir do extrato bruto de Macleaya cordata, empregam
a capacidade de adsorcéo especifica e a taxa de desorcdo ou recuperagdo como
parametros para a avaliacdo e comparacao preliminar entre diversas resinas
poliméricas. Da maneira semelhante, no presente trabalho, avaliou-se
preliminarmente as resinas macroporosas Dowex Marathon MSC (carater fortemente

aniénico) e Lewatit CNP-105 (carater fracamente aniénico).

Na tabela 18 estdo descritas as caracteristicas fisico-quimicas das resinas
testadas, evidenciando as diferencas notaveis entre elas tanto em relacdo a

estrutura polimérica quanto nas caracteristicas de diametro médio e area superficial.

Tabela 18. Caracteristicas fisico-quimicas das resinas de troca-ibnica testadas na
adsorcado dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos de Uncaria tomentosa.

Diametro " Estrutura .
1 Area - Capacidade
. medio de . polimérica — o
Resina . superficial especifica
particula (m?/g) Grupos (Eq/L)
(mm) g funcionais 9
Copolimero
Dowex i
0,55 35 _ estireno 1,7
Marathon MSC divinilbenzeno
— sulfonatos
Lewatit CNP- mggg:ﬁgg _
105 0.25 200 acidos 1.4
carboxilicos

BN

Em relacdo a capacidade de adsorcdo dos alcaloides, a resina Dowex
Marathon MSC foi superior como demonstrado na tabela 19. Apesar de sua menor
area superficial em relacdo a resina Lewatit CNP-105, o carater fortemente anidnico
pode ter sido vantajoso na adsorcdo dos alcaloides do EBR. O maior desvio padrao
relativo observado nos experimentos com a resina fracamente anidnica pode indicar
uma heterogeneidade na dissociacdo dos grupamentos ionizaveis, quando em

contato com o EBR.
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Tabela 19. Capacidade de adsorcéo especifica das resinas de troca ibnica testadas
para a retencdo dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos do extrato bruto
reconstituido de Uncaria tomentosa.

_ Adsorcéo Especifica (ug/g)’; X (DPR %)
Resina Pico 1 Mitrafilina Pico 3 Pico 4 Total
II\D/IZ\:Vaet)kion 5536,62 523053  10613,96 552573 26906.85
MSGC (0,25) (0,30) (0,15) (0,45) (0,32)
Lewatit 1864,86 2602,55 5108,93 5732,72 15309,06
CNP-105 (1,20) (0,90) (0,85) (1,35) (1,05)

(1): expresso em pg de mitrafilina por grama de resina; X: média de trés determinac¢des; DPR: desvio
padréao relativo.

A avaliacdo da taxa de recuperacdo é essencial para se avaliar a capacidade
de desorcdo dos compostos da resina e visualizar possiveis eventos de degradacéo
e formacdo de artefatos durante a extracdo. Em ambos o0s casos as taxas de
recuperacdo foram bastante satisfatorias (tabela 20). Novamente, os desvios
padrdes relativos foram maiores nos experimentos com a resina Lewatit CNP-105.
Durante as extracdes de ambas as resinas, as proporcdes das intensidades dos
sinais no perfil cromatogréafico dos alcaloides permaneceram inalteradas, indicando a
auséncia de eventos de isomerizacdo entre os alcaloides oxinddlcos, observados

principalmente em meios aquosos e faixas de pH alcalinas (LAUS e col., 1996).

Tabela 20. Taxas de recuperacdo dos alcaloides oxindélicos pentaciclicos das
resinas de troca ibnica ap0s a etapa de extracao.

. Taxa de Recuperacao (%); X (DPR %)
Resina Pico 1 Mitrafilina Pico 3 Pico 4 Total
IE’AOW% MSC 91,18 92,59 98,27 98,25 95,07
Mgrg on (1,13) (1,24) (1,17) (1,07)  (1,15)
Lewatit CNP- 91,65 97,53 93,33 95,67 94,55
105 (1,67) (3,37) (2,73) (3,51) (2,82)

X: média das determinacdes; DPR: desvio padrao relativo.

Com base nesses resultados preliminares, optou-se pela resina Dowex
Marathon para dar continuidade ao desenvolvimento do processo de fracionamento

dos alcaloides. Levou-se em consideragdo também o fato de o caréater fortemente
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anidnico permitir trabalhar em uma ampla faixa de pH sem danos a resina e ao

processo.

Para os testes preliminares foi estabelecido um volume de leito (VL) de
aproximadamente 10 cm® e um fluxo equivalente a 0,5 VL/min, empregando
diretamente o EBR. A adsorcdo dos alcaloides na resina foi satisfatoria, contudo, a
impregnacao irreversivel da resina por componentes polifenélicos comprometeu a

etapa de regeneragéo da resina.

Esse problema foi contornado aplicando o processo de pré-purificacdo
mediante PVPP, anteriormente descrito, que levou a obtencdo do extrato pré-
purificado (EPP). Inicialmente, o EPP obtido foi acidificado a pH 3,0 com &cido
férmico a 10% (v/v), a fim de favorecer a ionizacdo dos alcaloides em solucéo e
aumentar a afinidade destes pela resina. A analise para alcaloides por CLAE-UV da
fracdo de primeira passagem do EPP demonstrou auséncia dos picos referentes aos
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (figura 14), demonstrando uma elevada

eficiéncia na retencdo dos mesmos.
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Figura 14. Analise por CLAE da fracdo de primeira passagem obtida durante o
processo de fracionamento dos alcaloides oxindélicos a partir do extrato pré-
purificado (EPP) de Uncaria tomentosa.
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Na etapa subsequente de lavagem do leito de resina com solugcao
hidroetandlica a 40% (v/v) visou evitar qualquer mudanca brusca na polaridade do
sistema, que pudesse afetar os passos seguintes da extracdo ou provocar a
precipitacdo dos componentes adsorvidos na resina (AMERSHAM BIOSCIENCES,
2010). Igualmente ndo foram observados tracos de alcaloides nessa fracdo de
lavagem. As fragbes de primeira passagem e de lavagem foram reunidas e

denominadas eluato da resina aniénica (ERA).

A etapa de remocdo dos alcaloides (e de bases fracas em geral) de resinas
anibnicas é feita normalmente com misturas alcalinas de hidréxido de amoénio e
solventes organicos (CARVALHAES e col., 2002; MROCZEK e col., 2006). Ao longo
do desenvolvimento da técnica foram testadas misturas de hidréxido de amdnio
concentrado e etanol em diferentes proporcdes (Sistema 1). O emprego destas
solucbes fortemente alcalinas resultou numa alteracdo do perfil cromatografico dos
alcaloides oxindolicos pentaciclicos (figura 15), onde pode ser observado o
surgimento de picos adicionais, bem como a coeluigdo de outras substancias
interferentes no inicio do cromatograma. Nesse contexto ndo se descartou a
possibilidade da ocorréncia de fenbmenos de degradacéo.
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Figura 15. Analise por CLAE da etapa de extracdo do processo de fracionamento
dos alcaloides oxinddlicos, empregando mistura de etanol: hidroxido de amonio 10%
(3:1 v/v) e evidenciando o aparecimento de sinais adicionais sinalizados.
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Para contornar este problema, foi adotada uma estratégia de extracao
realizada em duas etapas denominadas de neutralizacdo e extracdo propriamente
dita (Sistema Il).

Na etapa de neutralizacdo, o pH do leito foi levado & neutralidade com solucao
tampéo de acetato de aménio pH 7,0. Com isso se promoveu a perda de afinidade
dos alcaloides pela carga negativa e, a0 mesmo tempo, um aumento da interacao
dos mesmos com a porcao hidrofébica da resina. Este fato pode ser comprovado
pela analise por CLAE do eluato resultante (Figura 16), onde ndo foram detectados
0s picos relativos aos alcaloides oxindélicos pentaciclicos. Esta etapa permitiu ainda

a eluicdo de outras substancias de carater basico e de polaridade maior.
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Figura 16. Andlise por CLAE do eluato da etapa de neutralizacdo do processo de
fracionamento dos alcaloides oxinddlicos a partir do extrato pré-purificado (EPP) de
Uncaria tomentosa.

A etapa de extracéo foi realizada utilizando solucéo hidroetandlica a 80% (v/v).
Com isso a polaridade do sistema foi diminuida e a afinidade dos alcaloides pela
resina deslocada em favor do liquido eluente. A fracdo assim obtida foi denominada

da fracéo de alcaloides oxindodlicos (FALC) (Figura 17).
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Figura 17. Analise por CLAE do eluato da etapa de extracdo do processo de
fracionamento dos alcaloides oxinddlicos a partir do extrato pré-purificado (EPP) de
Uncaria tomentosa.

As fracbes denominadas ERA e a FALC foram também caracterizadas
enquanto pH e condutividade (Tabela 21), a fim de estabelecer parametros fisico-

guimicos para cada uma delas.

Tabela 21. Determinacdo de pH e de condutividade elétrica das fracdes ERA e
FALC, obtidas mediante o fracionamento do extrato pré-purificado (EPP) com resina
Dowex Marathon MSC

Fracao pH; X+ S Condutividade (uS/cm); X+ S
ERA 4,40 £ 0,01 590+ 3
FALC 7,44 + 0,02 622 + 2

X: média; S: desvio padrao

A fracdo ERA apresentou pH acima daquele estabelecido para o EPP, de 3,0, 0
que atribuido a acéo da resina anidnica de reter cargas positivas, incluindo ions H*
livres. O mesmo pode ser observado para a FALC, a qual apresentou um pH

ligeiramente acima daquele ajustado pelo tampdo acetato de aménio de 7,0,
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utilizado na neutralizagdo do leito. A condutividade de ambas as fragbes foi
notavelmente superior se comparado ao valor determinado para o EPP de 295

uS/cm, antes do processo de fracionamento.

ApoOs sua obtencao, a fracdo FALC foi prontamente acidificada a pH 4,0, a fim
de minimizar possiveis eventos de isomerizacdo durante a etapa de concentracao e

liofilizacao.

O liofilizado da fracdo ERA resultou em um po6 aglomerado, de cor amarelo
escuro, higroscopico e com uma umidade residual de 8,23 + 0,03 % (m/m). A fracéo
denominada FALC apresentou-se como um p6 aglomerado, higroscopico, de cor

amarelo claro, apresentando uma umidade residual de 7,89 + 0,04 % (m/m).

O rendimento ponderal, a concentracdo de alcaloides totais e a concentracao

de saponinas totais para as fragcbes ERA e FALC estdo descritos na tabela 22.

Tabela 22. Rendimento ponderal, teor de alcaloides e de saponinas nas fracdes
ERA e FALC, obtidas mediante fracionamento em coluna com resina anionica.

~ Rendimento’ Teor de Teor de
Fracao ) ) ) 3
(%) Alcaloides” (%)  Saponinas® (g%)
ERA 50,87 ND 28,88
FALC 16,12 88,19 ND

(1) Rendimento percentual relativo & massa inicial de extrato bruto liofilizado submetido ao processo;
(2) Expresso em gramas de mitrafilina por 100g de amostra liofilizada; (3) Expresso em gramas de a-
hederina por 100g de amostra liofilizada; ND: Nao detectado

As fracoes ERA e FALC correspondem em conjunto a aproximadamente 67 %
(m/m) da massa inicial do EBL submetido ao processo. Considerando o teor de
polifenois totais no EBL de cerca de 30% (m/m), conforme determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu, as perdas residuais de processo foram estimadas em torno de
3% (m/m).

A FALC apresentou um teor de alcaloides oxindolicos totais de 90%, enquanto
gue na ERA esses néo foram detectados.
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A andlise das fracdes FALC pelo método de determinacdo das saponinas por
CLAE néo evidenciou os sinais referentes a estes compostos. Na fragdo ERA
puderam ser observados os dezoito picos atribuidos a saponinas no EBL (Figura
18), observando-se acumulo destes compostos, acompanhado de uma diminui¢ao

clara de compostos interferentes, removidos ao longo do processo de purificag&o.
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5.6 Obtencdao de fracdo enriguecida de saponinas triterpénicas

A obtencdo de uma fracdo enriquecida de saponinas traz vantagens do ponto
de vista analitico, tecnolégico e biolégico. Dentre estas vantagens podem ser citadas
0 aumento da concentracdo destes compostos, facilidade de monitoramento
analitico e a maior constancia nas propriedades fisico-quimicas e biologicas
(PEIXOTO, 2009).

Dentre as técnicas mais empregadas na obtencdo de fracdes saponosidicas
destaca-se o fracionamento liquido-liquido, constituido de particbes sucessivas com

solventes apolares, seguidas de particbes com misturas de n-butanol e &gua
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(GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007). O processo além de envolver mdltiplas
etapas, apresenta como desvantagens o emprego de grandes quantidades de
solventes organicos, a potencial perda de compostos mais polares e a dificuldade de
aumento de escala (PEIXOTO, 2009).

A exemplo de trabalhos anteriores nos quais a técnica de separacdo em fase
sélida foi aplicada com sucesso na obtencdo de fracdo purificada de saponinas
(PAVEI, 2004; CANTO, 2007; PEIXOTO, 2009; PAVEI, 2010), avaliou-se o emprego
e comparacdo de diferentes suportes soélidos para a separacdo das saponinas
triterpénicas de U. tomentosa. Para tanto foram desenvolvidos duas técnicas
diferentes, tendo como ponto de partida a fragdo ERA, resultante do processo de
obtencdo da fracdo enriquecida de alcaloides de U. tomentosa, acima descrito. O
primeiro desses processos teve por principio o uso de resina de troca ibnica, e 0

segundo o uso de resina poliaroméatica.

Para o primeiro processo, a resina selecionada foi a Amberlite IRA-958, de
carater fortemente catiénico, tomando como exemplo o fracionamento em fase sélida
dos alcaloides, onde a resina fortemente aniénica apresentou vantagens em relacéo
a fracamente anibnica. A resina Amberlite IRA-958 consiste em particulas de
estrutura macroporosa, com diametro aproximado de 0,75 mm, compostas por
polimero metacrilico, de ligacdes cruzadas e grupamentos de aménio quaternario, 0s

quais conferem um carater fortemente cationico (ROHM & HAAS, 2008).

A fracdo ERA, previamente liofilizada, foi dissolvida em solug¢éo hidroetandlica
40% (v/v) e o pH ajustado para 8,0, a fim de promover a ionizagdo dos compostos de
carater acido. A fracdo de primeira passagem e a fracdo de lavagem, reunidas e
denominadas eluato da resina catiénica (ERC), quando analisadas pelo método por
CLAE para as saponinas, revelou, entre outros, a presenca dos picos 2, 3 e 11, que
mostraram escassa afinidade pela resina (Figura 19). O fato pode estar relacionado
com a auséncia da carboxila livre ligado ao carbono 14, caracteristica dos
heterosideos derivados do acido hidroxiursélico e dos tomentosideos A e B,
relatados por KITAJIMA e colaboradores (2000;2003).
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Figura 19. Analise por CLAE do eluato da resina catibnica do processo de
fracionamento das saponinas triterpénicas Uncaria tomentosa.

ApoOs a drenagem, o leito de resina foi tratado com solucao de acido férmico 0,3
M. O acido férmico foi escolhido pela maior facilidade de eliminacdo da amostra nas
etapas de concentracdo e secagem, assim como pela menor reatividade quimica, se
comparado com outros acidos fortes. A fracdo recolhida, contendo substancias
acidas e bastante sollveis em agua, bem como a presenca 2, 3 e 11, foi

desconsiderada nas etapas posteriores (Figura 20).

A etapa de remocao dos triterpenos da resina, devido a sua baixa polaridade,
foi realizada utilizando solugéo hidroetandlica 80% (v/v). A analise por CLAE desta
fracdo, denominada fracdo &acida de triterpenos (FAT), demonstrou uma
predominancia das substancias de interesse, bem como uma diminui¢do significativa

dos interferentes no inicio do cromatograma (Figura 21).
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Figura 20. Andlise por CLAE do eluato da etapa de acidificagdo com é&cido férmico
0,3M do processo de fracionamento das saponinas triterpénicas de Uncaria
tomentosa.
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Figura 21. Andlise por CLAE do eluato da etapa de extracdo do processo de
fracionamento das saponinas triterpénicas de Uncaria tomentosa.
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A FAT foi caracterizada quanto pH e condutividade elétrica (tabela 23). Apos
ser liofilizada, a fragdo apresentou-se como um po fino, pouco denso, de cor branca

levemente amarelada e com teor de umidade de 6,85 + 0,02 % (m/m).

Tabela 23. Determinacdo do pH e da condutividade elétrica da fracdo &cida de
triterpenos (FAT), obtida mediante o fracionamento da do eluato da resina aniénica
(ERA) com resina catidnica Amberlite IRA-958

Fracao pH; XS Condutividade (uS/cm); X+ S

FAQ 2,94 +0,01 326 +3

Paralelamente, utilizando a resina poliaromatica e de carater hidrofébico Diaion
HP-20, o ERA foi submetido ao fracionamento em gradiente decrescente de
polaridade, utilizando misturas de metanol e agua como elutentes, seguindo a
mesma metodologia descrita por Pavei (2010) e aplicada na obtencdo da fracao
saponosidica enriquecida a partir do extrato bruto de U. tomentosa. Com isso tornou-
se possivel estabelecer um parametro de comparacao com o processo desenvolvido

neste trabalho.

A fracdo eluida com a mistura de metanol:agua (90:10), denominada de F90,

apresentou perfil cromatografico semelhante aquele obtido para a FAT (Figura 22).

Apbs concentrada e liofilizada a FO90 apresentou-se como um pé fino, pouco
denso, de cor branca levemente amarelada e com teor de umidade de 7,03%, muito

semelhante a FAT.
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Figura 22. Analise por CLAE da fracdo saponosidica enriquecida obtida pelo
fracionamento na resina Diaion HP-20.

O rendimento ponderal e o teor de saponinas determinado para as duas

fracOes enriquecidas obtidas estao descritos na tabela 24.

Tabela 24. Rendimento ponderal e teor de saponinas nas fracdes obtidas no
processo de fracionamento em resina catiénica (FAT) e no fracionamento em resina
poliaromética (F90).

Frac&o Rendimento®! (%) Teor de Saponinas? (g%)
FAT 9,05 77,56
F90 25,63 74,61

(1) Rendimento percentual relativo a massa inicial de ERA liofilizado submetido ao processo; (2)
Expresso em gramas de a-hederina por 100g da amostra;
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A F90 apresentou um rendimento bastante superior a FAT, o que pode ser
relacionado a perda de triterpenos, de carater ndo 4cido, pelo processo de troca
ibnica, bem como pela possivel coeluicdo de outros compostos de carater

hidrofébico pelo fracionamento de com resina poliaromatica.

O teor de saponinas na FAT, calculado como a-hederina, foi maior do que
aguele calculado para F90, indicando que o processo de fracionamento por troca
ibnica apresenta maior seletividade aos compostos de interesse, principalmente

agueles de carater acido.






6. CONCLUSOES
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A disponibilidade de marcadores quimicos e de métodos analiticos validados
mostrou ser estritamente necessaria no desenvolvimento de uma sisteméatica
de separacao e purificagcdo dos compostos bioativos de U. tomentosa.

Para a caracterizagcdo e analise quantitativa dos alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos presentes no extrato bruto de U. tomentosa, foi confirmada a
viabilidade de aplicagdo, sem maiores alteracdes, do método por CLAE-UV
preconizado por Pavei (2010).

O método por CLAE-DAD desenvolvido e validado para a andlise qualitativa e
guantitativa das saponinas triterpénicas do extrato bruto liofilizado, viabilizou a
obtencdo de um perfil cromatografico fidedigno de substancias com
caracteristicas espectrais tipicas para a classe de compostos, permitindo o
monitoramento amplo e consistente dos diferentes processos de
separacao/purificacao.

A determinacgéo espectrofotométrica do teor de polifendis totais, realizada pelo
método de Folin-Ciocalteu, permitiu estimar teores proximos a 32% (m/m) no
extrato bruto liofilizado, confirmando dados na literatura que destacam o
elevado teor deste grupo de substancias em cascas de U. tomentosa. Ao
mesmo, tempo o método espectrofotométrico revelou diferencas significativas
em relacdo ao teor de polifendis determinado CLAE-UV em trabalho anterior.
Essa diferenca pode ser atribuida pelo fato do método espectrofotométrico
incluir polifendis de mais alta massa molecular como taninos e
proantocianidinas.

A sistematica de separacdo e de purificacdo, desenvolvida no presente
trabalho para as trés fracdes bioativas relatadas para U. tomentosa, mostrou
ser viavel, preservando-se os perfis cromatograficos de alcaloides e
saponinas em relacdo aquele observado no extrato bruto.

A separacao da fracdo de polifendis, especificamente de taninos, mostrou ser
inviavel utilizando-se a técnica de ultrafiltracdo tangencial, dado o elevado
teor deste grupo de substancias no extrato bruto liofilizado. Considerando a
fracdo de alcaloides e a de saponinas como prioritarios no presente trabalho,
a remocao eficaz dos polifendis representou per se um desafio tecnologico,

mais do que um objetivo propriamente dito.



94

A eficiéncia da polivinilpirrolidona de ligacbes cruzadas (PVPP) como agente
complexante de polifendis mostrou ser superior aquela constatada para
carvao ativado, caseina e bentonita, trés substancias usualmente utilizadas
com 0 mesmo propasito e com emprego relatado para processos analiticos e
industriais. Adicionalmente, o uso de PVPP manteve inalterados os perfis de
alcaloides e saponinas.

De forma inédita até entdo, o trabalho descreveu o desenvolvimento de
métodos de separacao sequencial de fracfes de alcaloides e saponinas de U.
tomentosa utilizando resinas de troca-ionica.

O emprego de resina fortemente anidnica demonstrou ser uma forma
eficiente, simples e reprodutivel de separacdo da fracdo de alcaloides
oxindolicos dos demais constituintes do extrato pré-purificado, ndo sendo
constadas altera¢cdes na composicdo quimica dos demais constituintes.
Eventos de isomerizacdo e degradacdo dos alcaloides oxinddlicos, ja antes
relatados em processos de secagem por nebulizacdo e observados no
presente trabalho com o emprego de solugcbes fortemente alcalinas, foram
minimizados com eluicdo de solucédo tampéo de acetato de amonio pH 7,0
seguida de solucao hidroetandlica 80% (v/v).

A caracterizacao da fracao enriquecida de saponinas obtida pelo emprego de
resina de carater fortemente catibnico denotou a eficiéncia de separacédo das
saponinas de carater acido dos outros compostos interferentes de forma
simples, rapida e reprodutivel.

Quando comparada ao fracionamento empregando resina poliaromatica, o
método de obtencdo de saponinas de carater acido descrito neste trabalho
apresentou menor rendimento em massa, contudo apresentou um maior teor
dos compostos de interesse.

O emprego de resinas macroporosas de troca-idnica revelou ser um método
eficiente de separacdo de compostos naturais ionizaveis como alcaloides e
triterpenos de carater acido, sem o emprego de solventes organicos de maior

impacto ambiental e toxicoldgico.



7. PERSPECTIVAS
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No presente trabalho, o desenvolvimento de metodologias analiticas e
tecnoldgicas aplicadas as cascas de Uncaria tomentosa vem a somar com
estudos precedentes e oportunizar novos estudos tecnoldgicos e bioldgicos

com os constituintes das fracGes alcal6idica, triterpénica e polifendlica.

No que tange ao campo analitico, uma das futuras acdes a serem
empreendidas refere-se a identificacdo dos compostos da fracao triterpénica e
a confirmacao da identidade dos picos dos alcaloides oxinddlicos, através de

espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.

No ambito dos estudos biologicos, propde-se a dar continuidade aos estudos
bioquimicos da acdo citotoxica e antiproliferativa em células tumorais da
fracdo de alcaloides oxindolicos pentaciclicos e de saponinas triterpénicas de

U. tomentosa.
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ANEXO | - LAUDO DE CERTIFICACAO BOTANICA E AUTORIZACAO DE
IMPORTACAO

CERTIFICACION BOTANICA

José Ricardo Campos de la Cruz. Biélogo Colegiado. C. B. P. # 2796

Certifica:

Que, la muestra vegetal conocida como “ufia de gato”, proporcionada por
LABORATORIOS INDUQUIMICA S. A. con RUC # 20101364152, ha sido
estudiada y determinada cientificamente como: Uncaria tomentosa (Willdenow ex.
Roemer & Schultes.) DC. Y en base al Sistema de Clasificaciéon de Arthur

Cronquist et. al. 1981 se ubica en las siguientes categorias taxonomicas.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : RUBIALES

FAMILIA : RUBIACEAE

GENERO : Uncaria Schreb.

ESPECIE : Uncaria tomentosa (Willd. ex. Roem. & Schalt.) DC.

Nombre vulgar: “Uiia de gato”

Se expide la presente certificacion a solicitud de la empr&a para los fines que |

estime conveniente.

Lima, 08 junio del 2006 } e
Jirén Sénchez Silva # 156 — Urbanizacién Santa Luzmila N8

P






MINISTERIO DE AGRICULTURA
INSTITUTO NACIONAL DE RECURSOS NATURALES N2 007892 -AG-INRENA

INRENA

PERMISO PARA FAUNA Y FLORA SILVESTRE

Este permiso debe adjuntarse con los especimenes y/o productos a
exportar, importar o re-exportar.

EXPORTACION [ | IMPORTACION [ | RE-EXPORTACION

Valido por 60 dias calendarios

LABORATORIOS INDUQUIMICA S.A.

Nombre

. Calle Santa Lucila N° 152-154 Urb. Villa Marina, Chorrillos.
Domicilio Loy~ Pt
Documento de Identidad . RUC N° 20101364152

Producto (s)

UNA DE GATO (Uncaria tomentosa)
Cantidad: § kg de corteza molida de ufia de gato.
PRODUCTO CON FINES COMERCIALES

Los derechos otorgados sobre los recursos bioldgicos no otorgan derechos sobre los recursos genéticos
contenidos en ellos (Art. 1, inciso f del Decreto Supremo 014-2001-AG).

Lugar de Procedencia Ucayali

G Go
Destinatario eorge Gonzéles Ortega

Avenida Ipiranga 2752, 90610.000 Porto Alegre —
Direccién e R Porto Alegre RS

Sello y firma gefrepresentante dela Autoridad = - - .
CITES - PERU "N WREnP .~
INRENA =5
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Eltitular del presente permiso conoce las disposiciones legales vigentes en |a materia y es responsable de su
cumplimiento y sujeto a las sanciones correspondientes en caso del incumplimiento total o parcial.

HORA:
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ANEXO Il - DADOS DE LINEARIDADE DO METODO ANALITICO POR CLAE DOS
ALCALOIDES OXINDOLICOS PENTACICLICOS.

Tabela II-A. Areas referentes ao pico da mitrafilina na curva analitica da substancia

quimica de referéncia. Detec¢cdo em 245 nm.

Linearidade Mitrafilina
Co ?SS?;:SG a0 | Area (mV.s)

1,00 33058
1,00 33560
1,00 32355
2,00 65861
2,00 66651
2,00 66755
3,00 99965
3,00 100057
3,00 99886
4,00 135098
4,00 134851
4,00 134720
5,00 168701
5,00 169481
5,00 169691

Tabela 1I-B. Areas referentes ao pico da mitrafilina na curva analitica do extrato

bruto reconstituido. Deteccdo em 245 nm.

Linearidade Extrato Bruto
Co ?rﬁzr;rtnrﬁgao Area (mV.s)
0,43 32952
0,43 32451
0,43 32617
0,85 64649
0,85 66067
0,85 65521
1,28 97969
1,28 99067
1,28 98238
1,70 130341
1,70 131029
1,70 131730
2,13 163341
2,13 162933
2,13 165709




Tabela II-C. Tabela dos residuos da curva analitica da mitrafilina.

Observacdo | Y previsto | Residuos ReSIdl;IOS
padréo
1 32499,20 558,80 0,96
2 32499,20 1060,80 1,82
3 32499,20 -144,20 -0,25
4 66605,93 -744,93 -1,28
5 66605,93 45,07 0,08
6 66605,93 149,07 0,26
7 100712,67 -747,67 -1,28
8 100712,67 -655,67 -1,13
9 100712,67 -826,67 -1,42
10 134819,40 278,60 0,48
11 134819,40 31,60 0,05
12 134819,40 -99,40 -0,17
13 168926,13 -225,13 -0,39
14 168926,13 554,87 0,95
15 168926,13 764,87 1,31
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Tabela II-D. Tabela dos residuos da curva analitica do extrato bruto reconstituido

para analise dos alcaléides oxinddélicos pentaciclicos.

Observacdo | Y previsto | Residuos RESIdl;IOS
padréo
1 32655,00 297,00 0,41
2 32655,00 -204,00 -0,28
3 32655,00 -38,00 -0,05
4 65481,30 -832,30 -1,15
5 65481,30 585,70 0,81
6 65481,30 39,70 0,05
7 98307,60 -338,60 -0,47
8 98307,60 759,40 1,05
9 98307,60 -69,60 -0,10
10 131133,90 -792,90 -1,09
11 131133,90 -104,90 -0,14
12 131133,90 596,10 0,82
13 163960,20 -619,20 -0,85
14 163960,20 -1027,20 -1,42
15 163960,20 1748,80 2,41
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ANEXO Il — DADOS DE LINEARIDADE DO METODO ANALITICO POR CLAE
PARA AS SAPONINAS TRITERPENICAS.

Tabela IlI-A. Areas referentes ao pico da a-hederina na curva analitica da
substancia quimica de referéncia. Deteccdo em 210 nm.

Linearidade a-hederina
Co ?SS?;:SG a0 | Area (mV.s)

10,00 65609
10,00 66830
10,00 66923
15,00 96821
15,00 96229
15,00 97351
20,00 130442
20,00 130622
20,00 131093
25,00 163769
25,00 159716
25,00 160466
30,00 193129
30,00 192860
30,00 194359

Tabela IlI-B. Areas referentes ao pico 1 na curva analitica obtida do extrato bruto
reconstituido. Detecgdo em 210 nm.

Linearidade Extrato Bruto
Co ?rﬁzr/]rtr:ig;ao Area (mV.s)

0,84 80936

0,84 80528

0,84 81045

1,25 120809
1,25 121454
1,25 122395
1,67 159774
1,67 159234
1,67 160598
2,09 199457
2,09 199322
2,09 200549
2,51 237251
2,51 237251
2,51 237251




Tabela llI-C. Tabela dos residuos da curva analitica da a-hederina.

Observacdo | Y previsto | Residuos ReSIdl;IOS
padréo
1 66046,47 -437,47 -0,37
2 66046,47 783,53 0,66
3 66046,47 876,53 0,74
4 97897,20 -1076,20 -0,91
5 97897,20 -1668,20 -1,41
6 97897,20 -546,20 -0,46
7 129747,93 694,07 0,59
8 129747,93 874,07 0,74
9 129747,93 | 1345,07 1,13
10 161598,67 | 2170,33 1,83
11 161598,67 | -1882,67 -1,59
12 161598,67 | -1132,67 -0,96
13 193449,40 -320,40 -0,27
14 193449,40 -589,40 -0,50
15 193449,40 909,60 0,77

Observacdo | Y previsto | Residuos ReSIdl;IOS
padréo
1 81646,40 -710,40 -0,80
2 81646,40 | -1118,40 -1,25
3 81646,40 -601,40 -0,67
4 120751,67 57,33 0,06
5 120751,67 702,33 0,79
6 120751,67 | 1643,33 1,84
7 159856,93 -82,93 -0,09
8 159856,93 | -622,93 -0,70
9 159856,93 741,07 0,83
10 198962,20 494,80 0,55
11 198962,20 359,80 0,40
12 198962,20 | 1586,80 1,78
13 238067,47 | -816,47 -0,91
14 238067,47 | -816,47 -0,91
15 238067,47 | -816,47 -0,91
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Tabela lll-D. Tabela dos residuos da curva analitica do extrato bruto reconstituido na
analise das saponinas triterpénicas.



119

ANEXO IV - DADOS DE LINEARIDADE DO METODO ANALITICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS PARA A ANALISE DOS POLIFENOIS TOTAIS.

Tabela IV-A. Valores de absorvancias obtidas com as solugbes padrdoes de
epicatequina apos o tratamento com o reagente de Folin-Ciocalteu. Leitura em 760
nm.

Linearidade Epicatequina
Concentracdo | Absorvancia
(ug/mL) (U.A)
1,65 0,165
1,65 0,170
1,65 0,173
3,29 0,318
3,29 0,326
3,29 0,317
4,94 0,471
4,94 0,461
4,94 0,457
6,58 0,620
6,58 0,619
6,58 0,625
8,23 0,750
8,23 0,766
8,23 0,753

Tabela IV-B. Valores de absorvancias obtidos com as solu¢des das amostras de
extrato bruto reconstituido apds o tratamento com o reagente de Folin-Ciocalteu.
Leitura em 760 nm.

Linearidade Extrato Bruto
Concentracdo | Absorvancia
(mg/mL) (U.A)
0,0056 0,129
0,0056 0,127
0,0056 0,122
0,0112 0,259
0,0112 0,259
0,0112 0,260
0,0168 0,376
0,0168 0,380
0,0168 0,379
0,0224 0,498
0,0224 0,495
0,0224 0,499
0,0280 0,604
0,0280 0,608
0,0280 0,607




Tabela IV-C. Tabela dos residuos da curva analitica da epicatequina na analise
espectrofotométrica dos polifendis totais.

Observacéao | Y previsto | Residuos ReSIdl;IOS
padrao
1 0,1711 -0,0061 -0,8935
2 0,1711 -0,0011 -0,1571
3 0,1711 0,0019 0,2847
4 0,3186 -0,0006 -0,0835
5 0,3186 0,0074 1,0948
6 0,3186 -0,0016 -0,2307
7 0,4661 0,0049 0,7266
8 0,4661 -0,0051 -0,7462
9 0,4661 -0,0091 -1,3353
10 0,6136 0,0064 0,9475
11 0,6136 0,0054 0,8002
12 0,6136 0,0114 1,6839
13 0,7611 -0,0111 -1,6299
14 0,7611 0,0049 0,7266
15 0,7611 -0,0081 -1,1880
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Tabela IV-D. Tabela dos residuos da curva analitica do extrato bruto reconstituido
na analise espectrofotométrica dos polifendis totais.

Observacdo | Y previsto | Residuos ReSIdl;IOS
padréo
1 0,1337 -0,0047 -0,7284
2 0,1337 -0,0067 -1,0362
3 0,1337 -0,0117 -1,8056
4 0,2536 0,0054 0,8310
5 0,2536 0,0054 0,8310
6 0,2536 0,0064 0,9849
7 0,3735 0,0025 0,3898
8 0,3735 0,0065 1,0054
9 0,3735 0,0055 0,8515
10 0,4933 0,0047 0,7181
11 0,4933 0,0017 0,2565
12 0,4933 0,0057 0,8720
13 0,6132 -0,0092 -1,4157
14 0,6132 -0,0052 -0,8002
15 0,6132 -0,0062 -0,9541




