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Resumo

Uncaria tomentosa (Willd) DC., conhecida como unha de gato, é uma liana tropical nativa da
Amazonia brasileira e peruana. A espécie € reconhecida pelas suas propriedades anti-
inflamatdria, imunoestimulante, antioxidante e antiviral, geralmente atribuidas aos polifendis e,
principalmente aos alcaloides oxindolicos pentaciclicos. Essa espécie enfrenta ultimamente uma
diminuicdo alarmante no seu habitat nativo, devido principalmente a sua colheita
indiscriminada, dado o alto grau de comercializacdo das cascas para uso medicinal. Nesse
ambito, o possivel aproveitamento das folhas para fins terapéuticos ganha relevancia para a
sobrevivéncia da espécie e a sustentabilidade do mercado. Contudo, as folhas ainda néo sdo
suficientemente conhecidas do ponto de vista do conteldo alcaloidico, e até 0 momento, nao
existem estudos sobre seu contetido fenolico.

Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil quimico e determinar o teor de alcaloides
(quantificados pelo marcador mitrafilina) e polifendis (quantificados pelo &cido clorogénico)
por HPLC em fase reversa, complementado com informagfes obtidas por TLC, em cinco
amostras de folhas de Uncaria tomentosa colhidas em diferentes localidades do Brasil. Foram
comparados os produtos da extracdo das folhas secas com metanol puro e com etanol/agua 1:1;
obtendo-se para cada um deles, fracdes enriquecidas em alcaloides e fenois, mediante
procedimentos de parti¢do. A quantificacdo da mitrafilina e do acido clorogénico nas amostras
foi realizada através do método HPLC-DAD, utilizando retas de calibragdo externa com seus
respetivos padrdes. Em ambos os casos, foram avaliados os parametros de linearidade, limite de
detecdo e quantificacdo e foram efetuados ensaios de recuperagdo. Trés amostras da fracdo sob
particdo basica apresentaram contetdos de mitrafilina entre 0,88-2,15 mg/g de folhas secas. As
cinco amostras indicaram, na particdo acida, um conteudo de &cido clorogénico de 0,14-1,71
mg/g de folhas secas. Uma das amostras apresentou o flavonoide campferitrina como um sinal
proeminente no cromatograma, sugerindo que provavelmente esta amostra ndo provém da U.
tomentosa, ainda que as folhas sejam morfologicamente similares. Estes resultados destacam a
adequabilidade da técnica HPLC aplicada ao controle de qualidade de matéria-prima vegetal
com fins medicinais. A analise por UPLC-DAD-MS corroborou a presenca dos marcadores
guimicos (mitrafilina, acido clorogénico e campferitrina) nos extratos de U. tomentosa

analisados.

Palavras-chave: Uncaria tomentosa; HPLC; mitrafilina; &cido clorogénico; campferitrina;

alcaloides; polifendis.



Abstract

Uncaria tomentosa (Willd) DC., known as cat’s claw is a vine native to tropical Brazilian and
Peruvian Amazon. The species is known for its anti-inflammatory, immunostimulant,
antioxidant and antiviral properties, generally attributed to polyphenols, and especially to the
pentacyclic oxindole alkaloids. This species is lately facing alarming decrease in its native
habitat, mainly due to the indiscriminate harvesting, given the high degree of commercialization
of the bark for medicinal use. In this context, the possible use of the leaves for therapeutic use
gains relevance for the survival of the species and the sustainability of the market. However, the
leaves are not yet sufficiently known from the point of view of alkaloid content, and so far,
there are no studies on its phenolic content.

This study aimed to analyze the chemical profile and determine the content of alkaloids
(quantified by mitraphylline marker) and polyphenols (quantified by chlorogenic acid) by
reversed phase HPLC, supplemented with information obtained by TLC in five samples of
leaves of Uncaria tomentosa harvested in different Brazilian locations. The products of the
extraction of dried leaves with pure methanol and with ethanol / water 1:1 were compared, for
each one of them, fractions enriched in alkaloids and phenols by partition procedures were
obtained. The quantification of mitraphylline and chlorogenic acid in the samples was
performed though the HPLC-DAD method using external calibration curves with their
respective standards. In both cases the parameters evaluated were: linearity, limit of detection
and quantification and recovery experiments were also performed. Three samples of the fraction
under basic partition showed mitraphylline content between 0.88 and 2.15 mg / g of dried
leaves. The five samples indicated in the acidic partition a chlorogenic acid content from 0.14 to
1.71 mg / g of dried leaves. One of the samples showed the kaempferitrin flavonoid as a
prominent sign on the chromatogram, suggesting that this sample is probably not from U.
tomentosa, even if the thorns are morphologically similar. These results highlight the suitability
of the HPLC technique applied to quality control of plant material for medicinal purposes. The
analysis by UPLC-DAD-MS confirmed the presence of chemical markers (mitraphylline,

chlorogenic acid and kaempferitrin) in the extracts of U. tomentosa analyzed.

Keywords: Uncaria tomentosa; HPLC; mitraphylline; chlorogenic acid; kaempferitrin;

alkaloids, polyphenols.
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9,98 min no modo negativo. CondicOes de analise: ver item 3.9.........ccoceoveniiiicinee e 67

Figura 43 - (A.1) e (A.2) Perfil cromatografico da amostra UT-2 FA-MeOH (c = 10,0 mg/ml)
com calibracéo prévia com campferitrina avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e
(A.4) Cromatograma com monitorizagéo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z
577, respetivamente. (B) Espectros de massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 10,41 min ([M -
H]) =577 (u.m.a.); B.2: 4,41 min ([M - H]) = 355,5 (u.m.a.). CondigBes de analise: ver item
K JL TSRS 68

Figura 44 - (A.1) e (A.2) Perfil cromatografico da amostra UT-2 FA-MeOH (c = 10,0 mg/ml)
com calibracéo prévia com &cido clorogénico avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3)
e (A.4) Cromatograma com monitorizacdo de i0es identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z
577, respetivamente. (B) = Espectros de massas dos picos obtidos ao tr de: B.1: 9,82 min ([M -
H]) =577 (um.a.); B.2: 4,44 min ([M - H]) = 355,5 (u.m.a.). Condig¢Bes de analise: ver item
K 1L PSSP 69

Figura 45 - (A.1) e (A.2) Perfil cromatografico da amostra UT-4 FA-MeOH (c = 1,0 mg/ml),
com calibracdo prévia com campferitrina, avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e
(A.4) Cromatograma com monitorizagdo de ies identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z
577, respetivamente. (B) Espectros de massas dos picos obtidos ao tr de: B.1: 9,91 min ([M -
H]) = 577 (u.m.a.); B.2: 4,51 min ([M - H]) = 355,5 (u.m.a.). Condic¢des de analise: ver item
K 1L TSSOSO 71
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Figura 46 (A.1) e (A.2) Perfil cromatografico da amostra UT-4 FA-MeOH (c = 1,0 mg/ml),
com calibracdo prévia com acido clorogénico, avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3)
e (A.4) Cromatograma com monitorizagéo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z
577, respetivamente. (B) Espectros de massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 9,89 min ([M -
H]) = 577 (u.m.a.); B.2: 4,51 min ([M - H]) = 355,5 (u.m.a.). Condicdes de analise: ver item
L TSRS 72
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1. Introducéo

1.1 Importancia da Fitoterapia

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem é héabito remoto, sendo difundido
em todos os continentes desde a origem das civilizacBes. O uso de plantas para tratar
doencas levou a um crescimento de conhecimento terapéutico popular, que vem
ajudando constantemente a descoberta de uma grande variedade de medicamentos de
uso corrente e atual [1]. A importancia historica das substancias ativas obtidas de
plantas como protétipo para o desenvolvimento de farmacos pode ser demonstrada pela

cronologia apresentada, de maneira resumida, na tabela 1 [2].

Tabela 1 — Cronologia da descoberta de farmacos protoétipos de categorias
terapéuticas, a partir de plantas [2]

Género Farmaco Data do isolamento Categoria terapéutica
Digitalis digitoxina 1785 - 1875 Cardiotonico
Papaver morfina 1805 Hipnoanalgésico
Atropa atropina 1833 Anticolinérgico
Pilocarpus pilocarpina 1875 Colinérgico
Ephedra efedrina 1887 Adrenérgico
Erythroxylon cocaina 1895 Anestésico local
Rauvolfia reserpina 1952 Neuroléptico

Com a crescente utilizacdo da fitoterapia por profissionais de salde, impulsionada
pelo aumento do conhecimento e pela grande producdo cientifica, principalmente nas
duas ultimas décadas, a cada dia mais farmacos e extratos vegetais sdo introduzidos na
terapéutica e comercializados [3].

No mercado internacional de medicamentos, muitos produtos derivam de espécies
vegetais. Atualmente, as estatisticas relativas ao mercado de fitoterapicos mostram que
0 consumo destes produtos no mundo tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populagédo
mundial faz uso de alguma planta medicinal ou aromatica, dos quais 30% s&o por
indicacdo medica [4]. Estimativas avaliam que o mercado mundial de farmacos de
origem vegetal atingiu US$ 12,4 bilhdes recentemente, sendo o consumo da Europa

responsavel por aproximadamente 50% deste mercado [5]. Alem disso, os fitoterapicos




sdo responsaveis por 25% das receitas medicas nos paises desenvolvidos e cerca de 80%
nos paises em desenvolvimento [3].

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais tem origem na cultura indigena e na
posterior agregacdo do conhecimento trazido pelos europeus e africanos que ali
chegaram [6]. A medicina popular brasileira poderia ser considerada privilegiada, uma
vez que o pais € detentor de 23% das espécies vegetais existentes no planeta, sendo esta
considerada a mais rica diversidade genética do mundo. Acredita-se que pelo menos
metade tenha alguma propriedade terapéutica ou aromatica, util a populacéo [7].

Segundo a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento
Alimentar e de Promocdo da Saude (ABIFISA), o mercado brasileiro de fitoterdpicos
movimentou aproximadamente US$ 1 bilhdo em 2011 prevendo-se um aumento entre
10% e 15% para 2012 [8].

1.2 A familia botanica Rubiaceae e o género Uncaria

A familia Rubiaceae representa a quarta maior familia do grupo das Angiospermas
[9] com cerca de 650 géneros e 13.000 espécies, distribuidas principalmente nas regides
tropicais e subtropicais do mundo, com alguns representantes nas regides temperadas e
frias da Europa [10]. No Brasil ocorrem cerca de 120 géneros e 2000 espécies,
correspondendo a uma das principais familias da nossa flora e constituindo-se como um
importante elemento em quase todas as formacdes naturais [11]. Em alguns estudos
quimicos a essa familia identificou-se a presenca de alcaloides, flavonoides, cumarinas,
terpenoides e antraquinonas [10, 12].

Pertencente a familia Rubiaceae, o género Uncaria tem sido reconhecido como
constituido de trepadeiras lenhosas. E representado por 34 espécies amplamente
distribuidas em regides tropicais, incluindo o Sudeste da Asia, Africa e América do Sul,
sendo as mais conhecidas a Uncaria tomentosa, Uncaria rynchophylla, Uncaria
attenuata e Uncaria guianensis [13].

Os usos medicinais tradicionais de espécies Uncaria incluem tratamentos para
feridas e Ulceras, febres, dores de cabega, doencas gastrointestinais, cardiovasculares e
do sistema nervoso central, infe¢Bes bacterianas/fungicas e hipertenséo [14, 15].

A caracterizagdo quimica do género Uncaria tem sido extensivamente abordada
desde o inicio de 1900. O primeiro artigo foi publicado em 1928 e revelou o isolamento

da substancia rincofilina da Uncaria rhynchophylla. Atualmente, mais de 150



substancias foram isoladas e identificadas em espécies do género Uncaria. Os

compostos predominantes sdo os alcaloides, terpenoides, flavonoides e cumarinas [12].

1.3 A espécie Uncaria tomentosa

A espécie Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (Figura 1) pode ser encontrada na
América Central e do Sul: Peru, Bolivia [16] e Brasil [17]. No Brasil, pode ser
encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Amapa e Para, sendo popularmente
conhecida por unha-de-gato [13], ou por varia¢bes populares, de acordo com o local
onde ocorre. Os nomes mais comuns sdo no Brasil: espera-ai, jupinda e jupind4; na
Bolivia: bereoquida e no Peru: garabato, garabato amarillo, samento, misho mentis e
ufia de gato [18, 19]. De forma mais abrangente é conhecida como ufia de gato nos

paises de lingua espanhola e cat’s claw nos de lingua inglesa.

Figura 1. Fotografia da espécie Uncaria tomentosa. Adaptado de [20].

E uma liana lenhosa gigante, geralmente encontrada em florestas primarias, ou
ainda em florestas secundarias antigas. Pode atingir entre 10 a 30 m de comprimento e 5
a 40 cm de diametro de base [21]. As folhas sdo perenes e as flores pequenas amarelo-
esbranquicadas. Possui espinhos semicurvados, pontiagudos e de consisténcia lenhosa
que facilitam a aderéncia da planta a casca de ramos das arvores (Figura 2), sendo
frequentemente encontrada em copas de arvores com 20 a 30 m de altura. As flores
surgem nos meses de outubro e novembro e as sementes amadurecem em dezembro
[22]. O seu nome mais comum, unha-de-gato, esta relacionado com a morfologia da
planta, que apresenta aculeos na base foliar que servem como garras de sustentagdo e

que lembram unhas [23].



Figura 2. Fotografia das folhas da Uncaria tomentosa, destacando os espinhos. Adaptado de [24].

As espécies de Uncaria tém sido utilizadas ha pelo menos 2000 anos pelos indios
sul-americanos para tratar tumores, inflamac6es, reumatismos, Ulceras gastricas e outras
disfuncdes, além de contracetivo [25, 26]. Dentre suas principais propriedades
farmacoldgicas, destaca-se a acdo anti-inflamatdria, antioxidante e atividade
imunoestimulante, sendo que os estudos realizados comprovaram as propriedades
consagradas no uso popular [12]. Os principais usos tradicionais e aplicacbes de
Uncaria tomentosa sdo: abscesso, alergias, artrite, asma, bursites, cancro, contracecao,
fadiga cronica, febres, feridas, fraqueza, hemorragias, inflamac®es, irregularidades
menstruais, limpeza dos rins, prevencao de doencas, reumatismo, Ulcera gastrica [21,
25]. Tradicionalmente, tem sido utilizada a casca, por vezes as raizes e as folhas da
planta [27]. Dado que a forma de preparacdo e a dosagem tém variado muito €
importante aprofundar a investigacdo cientifica sobre esta espécie [26].

As propriedades medicinais de Uncaria tomentosa vém surpreendendo o meio
cientifico diariamente e os estudos realizados ja levaram a producdo e comercializacédo

de diversos farmacos (Tabela 2).



Tabela 2 — Nome, descricdo e laboratdrio de alguns extratos patenteados a base de
Uncaria tomentosa [21]

Nome Descricdo Laboratorio

Extrato de alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos, obtido por tratamento das Immodal Pharmaka
Krallendorm® | cascas com HCI seguido de extracdo (contém | G.m.b.H. (Volders, Austria)
1,3-1,75% de alcaloides totais sendo ~97% de
pentaciclicos)

Extrato etandlico das cascas contendo >1,3% Immodal Pharmaka
Saventaro® de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos G.m.b.H. (Volders, Austria)

Extrato aquoso liofilizado obtido por
aquecimento das cascas a 90-100°C/24h e
C-MED-100® | livre de substancias de alto peso molecular CampaMed Inc.
(PM>10000) (contém 0,05% de alcaloides e (New York, USA)
>8% de ésteres carboxialquilicos)

Vilcacora™ Extrato aquoso das cascas Lab. Induguimica SA
(Lima, Peru)

1.4  Caracterizacdo quimica e propriedades farmacolégicas da Uncaria

tomentosa

De acordo com Laus e cols. [28], é pouco provavel que uma Unica substancia ou
um grupo de substancias seja responsavel por todas as atividades descritas para a
Uncaria tomentosa. Os estudos fitoquimicos com esta espécie tém demonstrado a
presenca de uma variada gama de metabolitos bioativos: alcaloides, terpenos,

glicosideos e flavonoides [12, 28-30].

1.4.1 Alcaloides

Os alcaloides formam um grupo heterogéneo de substancias organicas que incluem
na sua férmula molecular carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio, geralmente sob a
forma de amina [31]. Na Uncaria tomentosa os alcaloides sdo na sua maioria do tipo
inddlico e oxindodlico. As diversas tentativas para avaliar o potencial terapéutico dessa
espécie levaram a descoberta de dois tipos de alcaloides com um padrdo diferente: os
alcaloides oxindolicos tetraciclicos (TOA = Tetracyclic Oxindole Alkaloid) e os
pentaciclicos (POA = Pentacyclic Oxindole Alkaloid) [17]. Testes farmacologicos in
vitro e in vivo demonstraram que os POA presentes na Uncaria tomentosa Sao 0S

principais responsaveis pela sua propriedade imunoestimulante [12] e atualmente sdo




considerados como marcadores quimicos da planta [32]: especiofilina, mitrafilina,
uncarina F, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina (Figura 3). Esses alcaloides néo
sdo caracteristicos da espécie Uncaria tomentosa, uma vez que sdo encontrados em
espeécies do género Mitragyna (exemplo: Mitragyna hirsuta), além de outras espécies do
género Uncaria como U. Canescens, U. Glabatra, U. Attenuata, U. Guianensis entre
outras [13, 33]. A mitrafilina, cujo nome IUPAC é methyl (1S,4aS,5aS,6R,10aR)-1-
methyl-2'-oxospiro[1,4a,5,5a,7,8,10,10a-octahydropyrano[3,4-f]indolizine-6,3"-1H-

indole]-4-carboxylate, ja demonstrou atividade antitumoral [34] e anti-inflamatdria [35].

4- Isomitrafilina 5- Pteropodma 6- Isopteropodina

Figura 3. Alcaloides oxinddlicos pentaciclicos identificados na Uncaria tomentosa

Os TOA, os quais ndo possuem atividade imunoestimulante, podem coexistir
eventualmente com os POA [28]. Entre eles, citam-se a rincofilina, isorincofilina,
corinoxeina e isocorinoxeina (Figura 4). Nas folhas e raizes das plantas destes também
foram encontradas pequenas quantidades de alcaloides ind6licos tetraciclicos [36], tais

como a dihidrocorinanteina, hirsuteina, hirsutina e corinanteina (Figura 5).

4a) 3u-H-, 7p-H-, 150-H-, 20 B-etill (Rincofilina)
4b) 3u-H-, Tu-H-, 150-H-, 20 p-etill (Isorincofilina)
4c¢) 30-H-, 7p-H-, 15¢-H-, 20 p-vinil (Corinoxeina)
4d) 3o-H, 7u-H-, 15¢-H-, 20 B-vinil (Isocorinoxeina)

Figura 4. Alcaloides oxinddlicos tetraciclicos identificados na Uncaria tomentosa



,.“ N— \ R 5a) 3o-H, 20B-H, 20-etil (Dihidrocorinanteina)

—N\A T 5b) 3p-H, 20p-H, 20-vinil (Hirsuteina)
1{_‘; H 7\, = Sc¢) 3(-H, 206-H, 20-etil (Hirsutina)

5d) 3o-H, 20p-H, 20-vinil (Corinanteina)

Figura 5. Alcaloides inddlicos tetraciclicos identificados na Uncaria tomentosa

A Uncaria tomentosa também possui pequenas quantidades de outros alcaloides
indolicos pentaciclicos, com estruturas rearranjadas [28]. S&o eles: tetrahidroalstonina e
isoajmalicina (Figura 6).

., H '.CHS
ey 3 N 2[;‘19\‘
[ |'[' \\*\ O 6a) 3u-H, 19a-Me, 20a-H {Tetrlahid'r-:!alstonina}
e ' T Y 6b) 3B-H, 19¢-Me, 20p-H (Isoajmalicina)
CO,CH,

Figura 6. Alcaloides inddlicos pentaciclicos identificados na Uncaria tomentosa

A distribuicdo desses diversos tipos de alcaloides nas diferentes partes da planta foi

relatada por diversos pesquisadores, conforme resumido na Tabela 3.

Tabela 3 — Natureza quimica e distribuicdo dos alcaloides presentes na
Uncaria tomentosa [12, 36, 37]

Alcaloides Pentaciclicos Alcaloides Tetraciclicos
Nome Fig. ‘ Origem Nome Fig. Origem
Especiofilina 3.1 |C,R,F |Rincofilina 4a |R,F,Fl
Mitrafilina 3.2 |C,R,F [Isorincofilina 4 |R,F
Alcaloides | Uncarina F 3.3 |C,R,F [Corinoxeina 4 |R,F
Oxindolicos [isomitrafilina 3.4 |C,R,F |lsocorinoxeina 4d R F
Pteropodina 35 |[C,R,F
Isopteropodina 36 |CR,F
Tetrahidroalstonina  [6a |F Dihidrocorinanteina 5a |R,F
Alcaloides | !soajmalicina 6b |F Hirsuteina 5b |R,F
Inddlicos Hirsutina 5¢ |R,F
Corinanteina 5d |R,F

C - Casca do caule; R - Casca da raiz; F — Folhas; FI - Flores




Os alcaloides oxinddlicos e os inddlicos, que sdo minoritarios na espécie, também
tém sido relatados como possuindo atividades farmacoldgicas especificas, como
hipotensiva e vasodilatadora, inibidor da agregacdo plaquetaria e trombose cerebral,

atividade imunoestimulante e citotdxica [12, 25, 38].
1.4.2 Terpenoides
Os terpenoides, também conhecidos como terpenos, constituem uma grande

variedade de substncias cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno
(Figura 7).

_C. _CH
Hzc/ “-..E/ 2

Isopreno

Figura 7. Estrutura molecular do isopreno

Esta classe de substancias é formada pela condensacdo de um ndmero variavel de
unidades isoprenicas, conforme apresentado na tabela 4. Normalmente, estas moléculas
apresentam policiclos de carbonos e funcionalizam-se com a incorporacdo de oxigénio,
resultando em &lcoois, ésteres, cetonas e lactonas.

Os terpenos apresentam uma vasta gama de propriedades farmacoldgicas, como
atividades quimioprotetoras, antimicrobianas, antifingicas, antivirais,
antihiperglicémicas, anti-inflamatorias e antiparasitarias [39].

A espécie Uncaria tomentosa contém principalmente triterpenos derivados do acido
ursélico, &cido oleandlico e acido quindvico. Os trés derivados de &cidos sdo
representantes dos triterpenos (30 carbonos), e o Ultimo normalmente ocorre na forma
glicosilada (Figura 8) [12]. Estes encontram-se presentes principalmente nas cascas do
caule e na raiz. Isolados de U. tomentosa, o glicosideo 8i apresentou atividade anti-
inflamatoria [40] e o glicosideo 8l apresentou atividade antiviral [41]. Além disso,
também foram isolados da U. tomentosa para além do acido ursélico, o &cido
oleandlico, o acido floridrico e trés outros triterpenos poli-oxigenados derivados das

estruturas do acido ursdélico ou quinovico (Figura 9) [40, 42].



Tabela 4 — Condensacao de unidades isoprénicas na formacao de terpenoides [43]

_Umdgqles N° de &tomos de carbono Nome
isoprénicas
1 > hemit
/J\/ emiterpenos
10
2 /]\/\/{\/ monoterpenos
15
3 /I\/\/I\/\/[\/ sesquiterpenos
20
4 A | iterenos
25
> /\/\/J\/\/I\/\/\/\/l\/ sesterpenos
30
6 /\/\/K/\)\/\)\/\/K/\)\/ triterpenos
40
n n polisoprenos

Acido ursélico Acido oleandlico

a) R'= Gle-(3—1)-Fuc, R’=Gle, R*=H
b) R'= Gle-(3—1)-Fue, R’=H, R°=H
¢) R'= Gle-(3—1)-Fue, R*=H, R’=Glc

d) R'= Qui, R°=H, R°=Glc

’j ¢) R'= Fuc, R*=H, R*=Glc
e ) R'= H. R’=H. R*=Clc-Clc

R'= Rha, R’=H, R'=H

co.R i) R'= Qui-(3—1)-Glc, R’=H,

R
/>< - = i) R'=Qui-(3—1)-Gal, R’=H, R
k) R'= Rha-(3—1)Glc, R*=Glc,

1) R'=Gle, R*=Glc, R*=H
m)R'= p-Fue, R*=H, R*=(-Glc

n) R'= B-Fuc-p-Gle, R’=H, R’=H
o) R'= p-Fuc-B-Gle, R*=H, R’= -Glc
(Glc=Glucose, Fuc=Fucose, Qui=Quinovose,

Rha=Ramnose, Gal=Galactose)

Glicosideos do Acido quindvico

J/ \‘L co,R’ z)
«j, j, | 2 h) R'= Rha-(3—1+GClc, R>=H, R

=H

Figura 8. Acidos triterpénicos isolados de Uncaria tomentosa




Acido floridico Derivado do acido ursolico

j/ ~ o J | ToH
_J ToH o ‘ NE N

Derivados do acido quindvico

OMe

Figura 9. Outros triterpenoides isolados de Uncaria tomentosa

1.4.3 Polifenois

Os compostos polifendlicos pertencem a uma classe de substancias que inclui uma
grande diversidade de estruturas, com graus variaveis de complexidade, possuindo pelo
menos um anel aroméatico com pelo menos um hidrogénio substituido por um grupo
hidroxilo [44]. Esses compostos podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto
principal, conforme representado na tabela 5, onde C6 corresponde ao anel benzénico e
CX a cadeia substituinte com X &tomos de carbono. Das substancias polifendlicas, os
flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados encontrados
nos produtos naturais. S&o compostos amplamente distribuidos no reino vegetal e estdo

presentes na maioria das plantas, concentrados em folhas, frutos, sementes, cascas,

raizes e flores [45].
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Tabela 5 — Classificacdo das substéncias polifendlicas de acordo com o
esqueleto carbdnico bésico [44]

Esqueleto basico

Classe de compostos polifendlicos

C6 fendis simples, benzoguinonas
C6-C1 acidos fenolicos
C6-C2 acetofenonas e acidos fenilacéticos
fenilpropanoides: acidos cindmicos,
C6-C3 fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e
cromonas
C6-C4 naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 flavonoides e isoflavonoides
(C6-C3), lignanas
(C6-C3-C6), diflavonoides
(Cé)n melaninas vegetais
(C6-C3)n ligninas
(C6-Cl)n taninos hidrolisaveis
(C6-C1-C6é)n taninos condensados

Os flavonoides séo encontrados em diversas formas estruturais, onde o esqueleto

basico consiste em um nlcleo fundamental, constituido de 15 atomos de carbono

arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e

um pirano (ciclo oxicarbonoénico de 6 membros) acoplado ao anel A (Figura 10).

Figura 10. Ndcleo fundamental de flavonoides

Mais de 8.000 flavonoides j& foram identificados. Aqueles de origem natural

apresentam-se frequentemente oxigenados e, na maioria dos casos, suas moléculas

encontram-se conjugadas com agucares [46]. A unidade do flavonoide considerada sem

o glicosideo conjugado é conhecida como aglicona. Essas substancias sdo subdivididas
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nas principais classes: flavonas, chalconas, flavanonas, flavanonois, flavondis,
isoflavonas, antocianidinas e flavan-3-ols (Figura 11). A diversidade estrutural dos
flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidagdo e as variagdes no esqueleto

carbdnico basico, promovidas por reacoes de alquilacdo, glicosilagdo ou oligomerizagédo

e oot o

Chalcona Flavanona Flavanonol Flavona
IUYe
oo ©
Z CH OH =
Flavonol Isoflavona Flavan-3-ol Antocianidina

Figura 11. Esqueletos béasicos de flavonoides

Inimeras propriedades farmacoldgicas tém sido comprovadas para essa classe de
polifendis, tais como atividade antioxidante, anti-inflamatdria, estrogénica, entre outras,
0 que lhes confere uma significativa importancia terapéutica [29, 47, 48]. Foram
identificadas na casca de Uncaria tomentosa, catequina, epicatequina, derivados de
proantocianidinas (cinchonaina la e Ib), rutina, acido cafeico, acido clorogénico (Figura
12), entre outros, que apresentam atividade anti-inflamatoria e antioxidante [29, 41, 49,
50]. O acido clorogénico, cujo nome IUPAC ¢é (1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxy-1,4,5-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic acid, foi
identificado em diversas espécies de plantas medicinais, mas pode-se destacar sua
presenca nas espécies Coffea arabica e Pyrus malus, vulgarmente conhecidas como café
e maca, respetivamente [51, 52].

Além disso, da Uncaria guianensis, outra espécie do género Uncaria encontrada na
Amazonia brasileira, foi isolada a campferitrina (Figura 13), cujo nome IUPAC é 5-
hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3,7-bis[[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy6
methyloxan-2-ylJoxy]chromen-4-one. Esse flavonoide pertencente a classe dos
flavondis, é formado pela aglicona campferol diglicosilado nas posi¢bes 3 e 7 do
sistema pela rhamnose, e apresenta atividade hipoglicemiante, antioxidante, anti-

inflamatdéria e antimicrobiana [53-55]. A campferitrina € um dos componentes
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maioritarios do género Bauhinia e é considerada marcador quimico da espécie Bauhinia
forficata [56].

OH

Cinchonaina [a

OH

|

0
HO Q0 o
QJ'?DH
O

Epicatequina

OH

COOH

HO )
OH Acido cafeico
Hl:gl OzH
r \I\O T:\(; oH__ 0
HO \,.‘E.f -~ "'\.T-' k: :J I = Q
OH o TH OH OH OH o

Acido clorogénico  OH

rutina

Figura 12. Substancias fenolicas identificadas em Uncaria tomentosa

OH

Campferitrina

Figura 13. Principal flavonoide isolado de Uncaria guianensis
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1.5 Influéncia de diferentes fatores na producédo de metabolitos secundarios

Devido a variages temporais e espaciais, ocorrem alteracdes em diferentes niveis
no conteudo total, bem como nas proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em
plantas. Apesar do controle genético natural, a expressdao de metabolitos pode sofrer
modificagdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos,
ecoldgicos e evolutivos [57, 58].

Dos fatores que exercem influéncia sobre a producdo e variacdo dos metabolitos
secundarios nas especies vegetais, pode-se citar: a sazonalidade, radiacao ultravioleta,
composicdo atmosférica, altitude, temperatura, idade e disponibilidade de nutrientes.
Além disso, alguns desses fatores apresentam correlagBes entre si e ndo atuam
isoladamente, podendo influenciar em conjunto o metabolismo vegetal das plantas [59].
Entre estes, a sazonalidade é um dos mais relevantes. A época em que uma planta
medicinal é colhida pode afetar o contelido e mesmo a composicdo dos seus principios
ativos, que ndo devem manter-se constante durante todas as estagfes do ano. A
literatura relata variagdes no conteido de praticamente todas as classes de metabdélitos
secundarios, entre eles, os alcaloides e flavonoides [60, 61]. Numerosos estudos
mostram que a concentracdo de metabolitos nas plantas pode variar consideravelmente
durante o ciclo dia/noite [62]. A idade e o desenvolvimento da espécie também séo
fatores importantes na quantidade total de metabdlitos produzidos e também nas
proporcoes relativas entre eles [63].

A influéncia da temperatura e da radiacdo ultravioleta na producdo de metabdlitos
secundarios foi reportada no estudo de Grace e cols. [64] que demonstra 0 aumento nas
concentragcdes de &cido clorogénico e de antocianinas em folhas de Mahonia repens,
qguando expostas a baixas temperaturas [64]. Em contrapartida, foi demostrada a
existéncia de uma relacdo bem estabelecida entre o aumento na intensidade de radiacédo
solar e o aumento na producdo de compostos fenolicos, como flavonoides e
antocianinas. Isso ocorre devido a protecdo contra radiacdo ultravioleta proporcionada
por esses metabdlitos ao absorvé-la e/ou dissipa-la [65].

Por estas razbes, sdo necessarios elevados padrdes de producdo e controle de
qualidade dos medicamentos originados a partir de plantas medicinais, com uma

especificacdo clara da composicdo quimica [66].
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1.6 Controle de qualidade do farmaco vegetal

Apesar do desenvolvimento nas areas de sintese orgénica, microbiologia industrial
e biologia molecular, parte dos farmacos continua a ser obtida a partir de matérias-
primas vegetais, seja pela dificuldade em obter sinteticamente moléculas com a mesma
estereoquimica, seja pela inviabilidade economica. A eficicia de um medicamento a
base de plantas depende, entre outras coisas, da qualidade do material vegetal e do
conhecimento dos principios ativos responsaveis pelas suas propriedades terapéuticas
[67].

Os ensaios de qualidade de matérias-primas vegetais aconselhados nas
farmacopeias e em diferentes literaturas da area objetivam a verificacdo da identidade
boténica e pureza do material, da normalizacdo dos procedimentos de preparacdo dos
extratos e a caracterizacdo dos constituintes quimicos da espécie, especialmente
daqueles envolvidos na atividade farmacoldgica, bem como o doseamento destes.

Os desenvolvimentos alcangados nas técnicas de caracterizacdo, particularmente
nas técnicas cromatograficas e nas técnicas de elucidacdo estrutural permitem obter
rapidamente informacdes preliminares sobre 0s constituintes quimicos presentes nos
extratos vegetais complexos, como o reconhecimento de moléculas ja conhecidas, que
de outro modo requereria investimentos em tempo e recursos materiais para 0s
processos de isolamento e identificagéo [68].

A cromatografia em camada fina (TLC) € amplamente utilizada em andlises de
rotina laboratorial, por ser uma técnica rapida, eficiente e de baixo custo [69]. Esse
método é largamente utilizado em analises qualitativas aplicadas ao controle de
qualidade de plantas medicinais, ja que avalia o resultado de um processo de separacdo
e fornece informacdes sobre a composicdo quimica da planta com uma boa preciséo.
Este método também possibilita realizar analises quantitativas.

Para além da TLC usada como técnica de rotina no laboratdrio, outras técnicas mais
sofisticadas sdo correntemente utilizadas para quantificar os metabolitos de origem
vegetal, como a cromatografia em fase gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Em alguns casos, estas sdo acopladas a métodos de detecdo
adequados (técnicas hifenizadas), como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectroscopia de massas (HPLC-MS). Para separar metabdlitos ndo volateis
e mais polares a partir de misturas complexas, a técnica HPLC tem sido a mais

amplamente utilizada, j& que permite obter graus adequados de pureza e rendimento.
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Nas duas ultimas décadas, esta técnica tem apresentado um enorme impulso no
isolamento e purificacio de moléculas oriundas de vegetais, aplicadas ao
desenvolvimento de novos farmacos e também na aplicacdo para caracterizar, validar e
controlar a matéria-prima vegetal [70]. Neste contexto, as analises de HPLC e HPLC-
MS (assim como outras técnicas cromatograficas) tém como objetivo identificar o
conteudo quimico dos extratos, por intermédio de medidas relativas aos ‘marcadores’
quimicos ali presentes. Dai, aléem de fornecer suporte a identificagdo botanica correta,
também contribui para assegurar niveis quantitativos dos metabolitos que dardo suporte
a eficécia terapéutica da espécie. Como ferramenta de qualidade, além da matéria-prima
vegetal, estes critérios aplicam-se em produtos intermediarios (como 0s extratos secos
comerciais) e aos farmacéuticos finais [71].

No caso da espécie Uncaria tomentosa, existe uma grande variedade de estudos
publicados envolvendo as etapas de fracionamento, isolamento e/ou purificacdo
utilizando o HPLC. Aqui pode-se destacar 0s temas que incidem na otimizacdo das
condicGes de separacdo de substancias e/ou marcadores quimicos que estao relacionados
a eficécia da planta medicinal.

A tabela 6 apresenta um resumo das condicdes de separacdo de substancias e/ou
marcadores quimicos da Uncaria tomentosa por HPLC. Neste caso, os estudos tém se
concentrado nas analises das cascas desta espécie, que sdo a matéria-prima utilizada
mais frequentemente na medicina popular. Este fato deve-se, basicamente, a presenca
dos alcaloides [33, 72]. Complementarmente, outros estudos debrucam-se sobre as
substancias fendlicas contidas neste substrato. Todavia, a utilizacdo das cascas e o alto
grau de comercializacdo juntamente com a colheita indiscriminada da espécie tém
causado uma diminuicdo alarmante no seu habitat nativo [73]. Este fato tem conduzido
0s estudos atuais ao possivel aproveitamento das folhas cujo conteddo quimico ainda
ndo se encontra devidamente caracterizado. Segundo Montoro e cols. [74] as folhas
contém os mesmos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos das cascas, porém em
quantidades mais baixas (com excessdo da mitrafilina e isomitrafilina). Por outro lado, o

contetdo fendlico das folhas ainda ndo foi apropriadamente investigado até o0 momento.
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Tabela 6 — Determinacéo de substancias e/ou marcadores quimicos da Uncaria tomentosa por HPLC

Equipamento / Coluna Condigdes Substancias *Ref
(parte da planta) '
HPLC: Classe 10 Shimadzu (Toquio, Japéo) Fase movel composta de A (&cido Acido clorogénico; acido cafeico;
composto por interface (FCV-10 AL), sistema trifluoroacético 0,1%, v/v) e B rutina
de bomba (LC-10AD), amostrador automatico (metanol:&cido:trifluoroacético (99,9:0,1, v/v) | (cascas e raizes)
com loop de 20 pl (SIL-10A), detetor por seguindo um gradiente de: 30-40% de B em 10
arranjo de diodo (DAD) (SPD-10A) e controle minutos, 40-60% de B em 8 minutos, 60% de [50]
pelo software CLASS-VP. B por 4 minutos e 60-30% de B em 6 minutos.
Coluna: Gemini (250 x 4,0 mm i.d., 5 um) com | Fluxo: 0,9 ml/min; detegdo: 325 nm; forno:
fase RP-18 acoplada a uma pré-coluna 23+1°C
Lichrorosorb C-18.
HPLC: Gilson equipado com detetor por arranjo | Fase mével composta de A (metanol) e B Acido cafeico; proantocianidinas;
de diodo (DAD). Coluna: Waters ODS-2 (250 x | (acido férmico 5%, v/v) seguindo um gradiente | catequina; epicatequina; &cido
4,6 mmi.d., 5 um). de: 5-15% de A em 10 minutos, 15-35% de A | vanilico; &cido siringico; acido [29]
em 25 minutos, 35-50% de A em 15 minutos e | elagico; campferol
50-100% de A em 10 minutos. Fluxo: 1,0 (cascas)
ml/min; dete¢do: 280 e 320 nm
HPLC: Merck-Hitachi composto por sistema de | Sistema 1: Fase mével composta de Rincofilina; isorincofilina;
bomba (L-6200), detetor por arranjo de diodo acetonitrilo-éter tert. butil metilico-tampao especiofilina; mitrafilina; uncarina f;
(DAD) (L-4500), interface (D-6000) e injetor fosfato 10 mM (34:1:65), pH 6,7, modo isomitrafilina; pteropodina;
com loop de 200 ul Rheodyne (9125). Coluna: isocratico. Fluxo: 1,0 ml/min; detecdo: 245 isopteropodina *[75]
LiChroCart (125 x 4,0 mm i.d., 5 pm) com fase | nm; forno: 12 °C. (cascas) [76]
LiChrospher 100 RP-18. Sistema 2: Fase mével composta de «[77]

acetonitrilo-tampéao fosfato 10 mM (45:55), pH
7,0. Fluxo: 1,3 ml/min; detegdo: 245 nm;
forno: 80 °C.

*Mesmas condicOes de analise, com pequenas variagdes no equipamento e/ou coluna.
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Tabela 6 (continuagéo) — Determinacgdo de substéncias e/ou marcadores quimicos da Uncaria tomentosa por HPLC

Equipamento / Coluna Condigdes Substancias *Ref
(parte da planta) '

HPLC: Merck-Hitachi composto por sistema de | Fase mével composta de A (tampéo fosfato 10 | Especiofilina; mitrafilina; uncarina f;
bomba (L-7100), injetor automatico (L-7200), mM pH 6,6) e B (metanol:acetonitrilo (1:1; isopteropodina
detetor por arranjo de diodo (DAD) (L-7450) e | v/v) seguindo um gradiente de: 60-30% de A (cascas)
interface (D-7000). em 30 minutos. [78]
Coluna: LiChroCart (250 x 4,0 mm i.d., 5 um) Fluxo: 1,0 ml/min; deteg&o: 245 nm;
com fase LiChrospher 100 RP-18 acoplada a forno: 21 °C
uma pré-coluna LiChroCart (4,0 x 4,0 mmi.d., 5
um) com fase LiChrospher 100 RP-18.
HPLC: 500E Waters com injetor automatico e Fase mdvel composta de acetonitrilo-solucéo Especiofilina; mitrafilina; uncarina f; «
detetor por arranjo de diodo (DAD) HP series aquosa de acetato de aménio 30 mM (45:55), isomitrafilina; pteropodina; [79]
1100. pH 6,8-7,0, modo isocratico. isopteropodina [80]

Coluna: LiChroCart (125 x 4,6 mm i.d., 5 um)
com fase LiChrospher 100 RP-18.

Fluxo: 1,0 ml/min; volume: 10 pl; detecéo:
245 nm; forno: 60 °C

(cascas)

*Mesmas condicOes de analise, com pequenas variagdes no equipamento e/ou coluna.
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2. Objetivos

2.1  Objetivo geral

Face ao exposto anteriormente e considerando que estudos de investigacdo
cientifica aplicados a analise de substancias fenolicas em amostras de folhas de Uncaria
tomentosa ndo estdo descritos até o momento, o principal proposito desse trabalho foi
analisar o perfil e determinar o teor de polifendis e alcaloides por HPLC em amostras de
folhas de Uncaria tomentosa recolhidas em diferentes localidades do Brasil, como

auxilio para o controle de qualidade desta matéria-prima vegetal.

2.2  Objetivos especificos

v Avaliar a influéncia de dois métodos de extracdo distintos na composicdo de
alcaloides e de fendis a partir das folhas de U. tomentosa provenientes de

distintas origens do pais;

v Determinar o contetdo de alcaloides em folhas de U. tomentosa provenientes de

distintas origens do pais e comparar com o referenciado na literatura;

v Determinar o conteldo de fendis em folhas de U. tomentosa provenientes de

distintas origens do pais;

v" Verificar a presenca do flavonol campferitrina nas folhas de U. tomentosa

provenientes de distintas origens do pais;

v Caracterizar as estruturas das substancias quantificadas em fracOes
representativas dos extratos, por técnicas cromatograficas (HPLC-MS),

utilizando substancias de referéncia.



3. Materiais e Métodos

3.1  Solventes, reagentes, substancias de referéncia e materiais laboratoriais

Foram utilizados os seguintes solventes e reagentes: sulfato de sédio PA (> 99%),
acetona PA (> 99,5%), cloroférmio PA (> 99,8%), etanol PA (> 99,5%), hexano PA (>
95%), hidroxido de amoénio PA (> 28%), acido acético glacial PA (> 99,7%), acido
formico PA (> 98%), metanol grau HPLC (> 99,9%), acetato de amoénio grau HPLC (>
97%), acetato de etilo grau HPLC (> 99,8%), acetonitrilo grau HPLC (> 99,9%), (todos
Tedia, Brasil); acido cloridrico PA (> 37%) (Merck, Alemanha), reagente
cromatografico NP-PEG (1% em MeOH de NP (2-aminoetil-difenilborinato) - (Sigma-
Aldrich, Alemanha) + 5% em EtOH de PEG (polietilenoglicol) - (Tedia, Brasil) e
reagente cromatografico Dragendorff-Nitrito de sddio, grau PA (Tedia, Brasil).

Para a andlise foram utilizados os seguintes padroes de referéncia: acido
clorogénico (> 95%), lote: SLBB6914V (Sigma-Aldrich, Alemanha), mitrafilina,
isopteropodina, UTFA (Fracdo Alcaloidica da Uncaria tomentosa) e campferitrina. Os
alcaldides mitrafilina e isopteropodina, assim como o extrato certificado de alcaloides
(UTFA, contendo seis POA) foram obtidos em estudos prévios do laboratério [79, 81],
a partir da particdo acido-base [32] do extrato etanol/agua da casca do caule de U.
tomentosa coletada em Cruzeiro do Sul, AC, Brasil [19]. Da mesma maneira, 0
flavonoide campferitrina foi obtido a partir do extrato etan6lico das folhas de Uncaria
guianensis [55].

Foram utilizados os seguintes materiais: folha de aluminio (fase estacionaria para
TLC) com silica gel 60 Fas4 (espessura 0,2 mm), ref. 1.05554.0001 (Merck, Alemanha),
membranas de éster de celulose com poro 0,22 um e didmetro 47 mm, ref. GSWP04700
(Millipore, EUA), filtros para seringas MINISART® com membrana de celulose
regenerada com poro 0,20 um e diametro 15 mm, ref. 512-3276 (Sartorius, Alemanha),
microsseringa de 25 ul ref. 80465 (Hamilton, EUA), pipetas automaticas de alta
preciséo: de 100-1000 pl, 10-100 pl e 0,5-10 pl (Boeco, Alemanha).

3.2  Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: balanca analitica BP2215 (méx.: 220

g; d = 0,0001 g) — (Sartorius, Alemanha); centrifuga Excelsa Baby Il 206-R (velocidade
3000 rpm) — (Fanem, Brasil), HPLC-DAD Classe 10 (Shimadzu, Jap&o) composto por
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bomba binaria (LC-10AD), amostrador automatico com loop de 20 ul (SIL-10AD),
degaseificador a vacuo (DGU-12A), detetor por arranjo de diodo (DAD) com multiplos
comprimentos de onda (SPD-M10A), forno para coluna (CTO-10A), interface (SCL-
10A) e aquisicéo e controle pelo software CLASS-VP; exsicador a vacuo H420561003
— (Sanplatec, Japdo); destilador Pilsen MB1004 - (Marte, Brasil); espectrofotometro de
UV/Vis CX-20 (utilizagcdo a comprimento de onda de 254 nm e 365 nm) — (Spectroline,
EUA); cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
(UPLC-DAD-MS) Prominence-Nexera (Shimadzu, Japdo) composto por bomba binaria
de alta pressdao (LC-30AD), amostrador automatico com loop de 20 pl (SIL-30AC),
degaseificador a véacuo (DGU-20As), detetor por arranjo de diodo (DAD) com
maltiplos comprimentos de onda (SPD-M20A), detetor espectrométrico com
quadrupolo de massas MS ZQ (Micromass-Waters) com ionizagdo por “electrospray”,
forno para coluna (CTO-30A), interface (CBM-20A) e aquisicdo e controle pelo
software CLASS-VP; evaporador rotatorio R-114 e B-480 — (Buchi, Suiga); liofilizador
L101 — (Liobras, Brasil); medidor de pH pH300M — (Analyser, Brasil); purificador
Milli-Q Simplicity — (Millipore, EUA); gerador de ultrassom UCC-1860A (poténcia de
154W) — (Unique, Brasil).

3.3  Material vegetal

As cinco amostras de folhas de Uncaria tomentosa utilizadas nesse trabalho foram
colhidas ou adquiridas em trés diferentes localidades do Brasil: municipio de Cruzeiro
do Sul, Acre (AC) (7°40° S, 72°38° W; 192 m elevagdo); Rio Branco, Acre (AC) e
Belém, Para (PA). Os trés espécimes de Cruzeiro do Sul foram recolhidas entre agosto e
outubro de 2000. O botanico Dr. J. Revilla Cardenas participou numa das recolhas
tendo confirmado a identificacdo das amostras. As exsicatas (amostra do vegetal seca
acompanhada de rotulo contendo informacdes sobre a espécie e local de coleta) foram
depositadas no herbario da Universidade Federal do Acre e catalogadas sob os himeros
15.635, 15.636 e 15.637 [19]. A amostra do Para foi adquirida no Mercado Municipal
de Belém em 2012 pelo Dr. A.C. Siani e a de Rio Branco foi recolhida no Campo
Experimental da Embrapa, em 2004. Todas as amostras recebidas foram previamente
secas e foram moidas em liquidificador industrial com copo de ag¢o inox previamente

lavado e seco. O material foi peneirado em peneiros analiticos com um didmetro de
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particulas de 0,5-1,0 mm. Na tabela 7 estdo apresentados os principais dados das

amostras utilizadas.

Tabela 7 — Dados sobre as amostras de folhas secas de Uncaria tomentosa
utilizadas no trabalho

Denésito Coloracéao
Amostra Cddigo Origem (GPS) Recolha P das folhas
(exsicata)
secas
UTL - Cruzeiro do Sul, AC Agosto e Castanho
Cruzeiro do UT-1 | (7°40° S, 72°38> W; 192 outubro de 15.635 claro
Sul m elevacéo) 2000
UT2 - Cruzeiro do Sul, AC Agosto e Castanho
Cruzeiro do UT-2 | (7°40° S, 72°38> W; 192 outubro de 15.636
« claro
Sul m elevacdo) 2000
UT3 - Cruzeiro do Sul, Acre Agosto e Castanho
Cruzeiro do UT-3 | (7°40° S, 72°38° W; 192 outubro de 15.637
« claro
Sul m elevacdo) 2000
Mercado municipal Verde
UT - Belém UT-4 “Ver-0-Peso”, Belém, 2012 | -
claro
PA
UT-Rio | 15 Rio Branco, AC 70— Castanho
Branco claro

3.4  Determinacéo do perfil das amostras por TLC

As anélises efetuadas por cromatografia em camada fina (TLC) foram realizadas

em folha de aluminio de silica gel, onde foram aplicadas manualmente aliquotas de 10
ul de cada fracdo e das substancias de referéncia, utilizando-se microsseringa. Foram
aplicadas bandas de 1,0 cm cada, com um espacamento de 0,5 cm entre elas, e
reservando-se 1,0 cm de base e com um percurso de 8,0 cm.

Para a monitorizacdo dos fenois, o eluente utilizado como fase movel foi preparado
pela seguinte mistura: acetato de etilo / acido férmico / acido acético glacial / agua
destilada, na proporcdo de 100:11:11:26 [82]. A visualizacdo das bandas foi efetuada
por exposicdo a luz UV a 365 nm com revelagdo, através de aspersdo de uma solugdo
1% em metanol do reagente NP, seguido de aspersdo de uma solucdo 5% em etanol do
reagente PEG [82].

Para a monitorizacdo dos alcaloides, o eluente utilizado como fase movel foi
preparado pela seguinte mistura: acetato de etilo / hexano, na proporcéo de 95:5 [33]. A
visualizacdo das bandas foi efetuada por exposicao a luz UV a 254 nm ou por exposicao
a luz visivel com revelagdo quimica, pela aspersdo sequencial com o reagente

Dragendorff e uma solugdo aquosa 10% de nitrito de sodio [82].
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3.5  Obtencao dos extratos hidroalcoodlicos das folhas de Uncaria tomentosa

Para as amostras UT-1, UT-2, UT-3 e UT-4, os extratos foram preparados segundo
metodologia otimizada por Paix&o [83], onde 250 mg do material vegetal seco e moido
foi extraido com 8 ml de etanol/agua 1:1, sujeito a ultrassons durante 16 minutos a
temperatura ambiente, seguido do processo centrifugacao durante 3 minutos. O processo
foi repetido 5 vezes para cada amostra. Os sobrenadantes reunidos foram filtrados, os
solventes foram evaporados sob pressdo reduzida a 37 °C, e os residuos resultantes
foram levados ao exsicador por 48 horas, e pesados para a determinagdo do rendimento.
Para determinacdo do perfil cromatografico por TLC, foram preparadas solucbes de
concentracdo 50 mg/ml em MeOH desses residuos. No caso da amostra UT-5, apenas

foi efetuado o procedimento descrito em 3.6.

3.5.1 Particdo dos extratos hidroalcodlicos das folhas de U. tomentosa

Uma porcdo de 50 mg de cada extrato bruto hidroalcodlico (EBH) obtido na
extracdo das amostras UT-1, UT-2 e UT-3, foi solubilizada em 5 ml de MeOH/H,0 9:1
e extraida sequencialmente com (5 x 5 ml) de n-hexano e (5 x 5 ml) de cloroférmio. As
fases organicas geradas foram secas com sulfato de sddio anidro, filtradas, evaporadas a
pressdo reduzida e os materiais resultantes foram pesados, apds 48 h em repouso no
exsicador, gerando a ‘fracao hexanica’ (FH-EtOH/H,0) e a ‘fra¢do cloroférmica’ (FC-
EtOH/H,0). A fase hidrometandlica foi filtrada, o solvente evaporado a pressao
reduzida, e o residuo foi mantido no exsicador por 48 h, gerando a ‘fragdo
hidrometanoélica’ (FHM-EtOH/H,0). Para determinacdo do perfil cromatografico por
TLC foram preparadas solucdes de concentracdo 10 mg/ml dessas fragdes em MeOH. O
mesmo procedimento foi aplicado as amostras UT-1 e UT-4; contudo, nestes casos, as
fracOes hexanica e cloroférmica geradas foram submetidas a uma extracdo adicional
(EA) com 10 ml de MeOH/H,0 9:1. Essas amostras foram denominadas de UT-1/EA e
UT-4/EA.

3.6 Obtencdo dos extratos metandlicos das folhas de Uncaria tomentosa

Para as amostras UT-1, UT-2, UT-3, UT-4 e UT-5, os extratos foram preparados
segundo metodologia otimizada por Ganzera e cols. [17], onde 7 g do material vegetal

seco e moido foram extraidos com 23 ml de metanol com ultrassons durante 10 minutos

23



a temperatura ambiente seguido de centrifugacéo por 5 minutos. O processo foi repetido
4 vezes. Os sobrenadantes agrupados foram filtrados, os solventes foram evaporados
sob pressdo reduzida a 37 °C, e os residuos resultantes foram levados ao exsicador por
48 horas, e pesados para determinacdo do rendimento. Para determinacdo do perfil
cromatografico por TLC, foram preparadas solugdes de concentracdo 50 mg/ml em

MeOH desses residuos.

3.6.1 Particdo acido-base dos extratos metanolicos das folhas de U. tomentosa

Para as amostras UT-1, UT-2, UT-3, UT-4 e UT-5, foi aplicada a metodologia
otimizada por Valente e cols. [32]. Cada extrato bruto metanélico (EBM) foi tratado
com uma solucédo de acido cloridrico 0,1 M em uma relacdo de 0,15 ml/mg. A mistura
foi sujeita a ultrassons durante 5 minutos e em seguida extraida 3 vezes com volumes
equivalentes (ao volume de HCI) de acetato de etilo, gerando a ‘fracdo &cida’ (FA-
MeOH). Apos separacdo das fases, a fracdo aquosa foi alcalinizada com hidréxido de
amonio até pH 9-10 e, em seguida, extraida 4 vezes com 0 mesmo volume de acetato de
etilo usado anteriormente, gerando a ‘fracdo bésica’ (FB-MeOH). Ambas FA-MeOH e
FB-MeOH foram secas com sulfato de sédio anidro, filtradas, evaporadas a pressao
reduzida, e o residuo foi mantido no exsicador por 48 h. A monitorizacdo dos fendis foi
realizado por TLC, a partir de solugdes de 10 mg/ml em MeOH enquanto a dos

alcaloides foi realizada a partir de solu¢des de 1 mg/ml em MeOH.

3.7  Doseamento do alcaloide mitrafilina em folhas de Uncaria tomentosa por

HPLC-DAD

As amostras UT-1, UT-2, UT-3, UT-4 e UT-5 foram analisadas por HPLC-
DAD, utilizando-se uma coluna LiChrocart (125 x 4,0 mm) com fase LiChrospher
RP18 (5 um) acoplada a uma pré-coluna LiChrocart (4,0 x 4,0 mm) com fase
LiChrospher RP18 (5 um). A fase mdvel foi composta por 45% de acetonitrilo grau
HPLC e 55% de solucdo aquosa de acetato de amonio 30 mM, preparada com H,O grau
Milli-Q, apds filtragdo com uma membrana de éster de celulose. A solucédo final (pH
ajustado em 6,8-7,0 com &cido acético glacial 20% v/v) foi posteriormente levada ao
banho de ultrassons durante 30 minutos. O método cromatografico utilizado ao longo do

trabalho para analise foi otimizado por Mazzei [79] com sistema isocratico, 20 minutos
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de condicionamento da coluna, fluxo de 1,0 ml/minuto, volume de injecdo de 10 pl e
temperatura do forno de 60 °C. O detetor de arranjo de diodo foi programado para
aquisicdo de dados na gama de comprimentos de onda de 190 a 600 nm e 88
varrimentos/s. A detecdo foi efetuada ao comprimento de onda de 245 nm.

Para a quantificacdo dos alcaloides, a solu¢cdo mae do padrdo mitrafilina obtido
no item 3.1 foi preparada pesando com rigor 1,0 mg do padréo e transferindo-o para um
baldo volumétrico de 5,00 ml, onde foram adicionados 4 ml de metanol grau HPLC,
pre-filtrado em membrana de éster de celulose. Este foi levado ao banho de ultrassom
até a completa dissolucdo; completando-se o volume com o metanol. A solucdo mae foi
sujeita a ultrassons durante 10 minutos e filtrada em filtros para seringas MINISART®.
Por diluicdo da solucdo mée, foram preparadas as solucGes padrdo de calibracdo

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Procedimento de preparacéo das solucdes padréo de mitrafilina
para a reta de calibragdo

j:ilu_gao Vol. inicial | Vol. Final Concentragao
ginal ) () (mg/ml)
(mg/ml)
0,20 5,00 - 0,20
0,20 1,00 2,00 0,10
0,20 0,50 2,00 0,050
0,20 0,25 2,00 0,025
0,20 0,25 4,00 0,012
0,012 1,00 2,00 0,00625
0,012 0,50 2,00 0,0031,
0,012 0,25 2,00 0,0015,
0,012 0,125 2,00 0,00078,

Todas as solugbes padrdo foram preparadas com metanol grau HPLC filtrado,
foram sujeitas a ultrassons durante 10 minutos e filtradas em filtros para seringas
MINISART®, antes de serem injetadas no equipamento. As analises foram feitas em
triplicado.

As amostras foram apropriadamente diluidas com metanol grau HPLC filtrado,
com o objetivo de obter concentragdes finais de 1,0 mg/ml para as FC-EtOH/H,0 e 0,2
mg/ml para as FB-MeOH. Todas as amostras foram levadas ao banho de ultrassons
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durante 10 minutos e filtradas em filtros para seringas MINISART®, antes de serem
injetadas no equipamento. As injecdes foram feitas em triplicado. A mitrafilina foi
identificada por comparagéo do seu tempo de retencdo e do seu espectro de ultravioleta
correspondente, com o obtido para a substancia de referéncia. Os resultados foram
expressos pela média das areas dos picos das trés injecdes. Todos os dados estatisticos

foram calculados utilizando o software Microsoft Office Excel.

3.8 Doseamento do acido clorogénico em folhas de Uncaria tomentosa por

HPLC-DAD

As amostras UT-1, UT-2, UT-3, UT-4 e UT-5 foram analisadas por HPLC-
DAD, utilizando-se uma coluna LiChrocart (250 x 4,0 mm) com fase LiChrospher
RP18 (5 pm) acoplada a uma pré-coluna LiChrocart (4,0 x 4,0 mm) com fase
LiChrospher RP18 (5 um). A fase moével foi preparada a partir de metanol de grau
HPLC e agua de grau Milli-Q acidificada com acido formico até pH 3, apos filtracdo em
membrana de éster de celulose e colocada num banho de ultrassons durante 30 minutos.
O método cromatogréfico foi baseado na otimizacdo apresentada por Gongalves e cols.
[29] que considera o prévio acondicionamento da coluna com MeOH 5% durante 20
minutos e a eluicdo das amostras com MeOH/H,0 (H,O em pH 3; HCOOH) em modo
gradiente (5-15% de MeOH durante 10 minutos, 15-35% de MeOH durante 25 minutos,
35-50% de MeOH durante 15 minutos, 50-100% de MeOH durante 10 minutos e 100-
5% de MeOH durante 5 minutos num total de 65 minutos). Entre as analises foi
utilizado um periodo de equilibrio de 15 minutos com MeOH 5% . O fluxo foi de 1,0
ml/minuto, o volume de injecdo de 10 pl e a temperatura do forno de 30 °C. O detetor
de arranjo de diodo foi programado para aquisicdo de dados na gama de comprimentos
de onda de 190 a 600 nm e 88 varrimentos/s. A monitorizagdo foi realizada & 280 nm
(canal A) e 320 nm (canal B).

Para a quantificacdo dos fendis, a solucdo méde do padrdo acido clorogénico foi
preparada pesando com rigor 2,5 mg do padrdo e transferindo-o para um baldo
volumétrico de 5,00 ml, onde foram adicionados 4 ml de metanol grau HPLC, pré-
filtrado em membrana de éster de celulose. Este foi levado ao banho de ultrassom até a
completa dissolugdo e completou-se o volume com o metanol. A solugdo mée foi

deixada num banho de ultrassons durante 10 minutos e filtrada em filtros para seringas
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MINISART®. Por diluicdo da solucdo mae, foram preparadas as solucdes padréo de

calibracdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Procedimento de preparacao das solucdes padréao de acido
clorogénico para a reta de calibracéo

Solucéo original o )
Vol. inicial (ml) Vol. final (ml) Concentragdo (mg/ml)
(mg/ml)
0,50 500 | @ e 0,50
0,50 1,00 2,00 0,25
0,50 0,50 2,00 0,125
0,50 0,50 4,00 0,062
0,062 1,00 2,00 0,031,
0,062 0,50 2,00 0,015
0,062 0,25 2,00 0,0078,;
0,062 0,25 4,00 0,0039,

Apo6s completar o volume das solu¢bes-padrdo com metanol (grau HPLC
filtrado), as solucdes foram levadas ao banho de ultrassons durante 10 minutos e
filtradas em filtros para seringas MINISART®, antes de serem injetadas. As injecdes
foram feitas em triplicado.

As amostras foram apropriadamente diluidas com metanol (grau HPLC filtrado),
com o objetivo de obter concentracdes finais de 10,0 mg/ml para as FHM-EtOH/H,0 e
10,0 mg/ml para as FA-MeOH, exceto para a amostra coletada em Belém, cuja
concentragdo final foi de 1,0 mg/ml. Todas as amostras foram levadas ao banho de
ultrassons durante 10 minutos e filtradas em filtros para seringas MINISART®, antes de
serem injetadas. As injecbes foram feitas em triplicado. O &cido clorogénico foi
identificado por comparacdo do tempo de retencdo e do espectro de UV correspondente,
com o obtido da substancia de referéncia. Os resultados foram expressos pela média das
areas dos picos das trés injecbes. Todos os dados estatisticos foram calculados

utilizando o software Microsoft Office Excel.

3.9 Analises de UPLC-DAD-MS

O espectrometro de massa utilizado € constituido por uma fonte de ionizagdo do

tipo “electrospray” e de um analisador do tipo quadrupélo. O método de ionizagdo por

27




“electrospray” (ESI) ¢ realizado a pressao atmosférica, e consiste basicamente na
introdugdo da amostra na fonte de ionizacdo, através de um capilar mantido sob alta
voltagem. Na saida do capilar sdo formadas gotas altamente carregadas (“spray’”) que
sdo dessolvatadas, ocasionando reducdo do seu tamanho até a formacdo de ides do
analito a partir destas gotas [84]. Esse método gera ionizacdo do analito pelo modo
positivo ou negativo. A escolha do modo de ionizacdo depende, dentre outros
pardmetros, da estrutura da substancia. Substdncias que apresentam grupos béasicos
normalmente sdo analisadas no modo positivo, quando o ido observado corresponde a
forma positiva da molécula ([M + H]"), apds agregacdo de um atomo de hidrogénio
dada a relativa facilidade com que as mesmas sdo protonadas. Por outro lado,
substancias contendo grupos acidos sdo mais facilmente desprotonadas e,
consequentemente, sdo analisadas no modo negativo, quando o ido observado
corresponde a forma negativa da molécula ([M — HJ), ap6s a perda de um atomo de
hidrogénio [85]. Ja o analisador do tipo quadrupdlo consiste em quatro cilindros
(cilindros opostos tém polaridade igual enquanto cilindros adjacentes tém polaridade
oposta) distribuidos de forma simétrica. Sob o efeito de um campo elétrico, e a uma
determinada radiofrequéncia, os iGes de uma determinada razdo m/z que adotam um
estado de oscilacdo estavel, atravessam o quadrup6lo em direcdo ao detetor. Todos 0s
outros ides que ndo permitam uma oscilacdo estavel sdo eliminados [84].

O perfil de alcaloides das amostras UT-2 e UT-4 FB-MeOH foi obtido por
UPLC-DAD-MS, utilizando-se uma coluna LiChrocart (125 x 2,0 mm) com fase
LiChrospher RP18 (5 um). Foram utilizadas as mesmas condic¢des de eluigdo descritas
no item 3.7, a excecdo do fluxo (0,2 ml/minuto) e do volume de injecéo (2 pl). O DAD
foi programado para aquisicdo de dados na gama de comprimentos de onda de 200 a
800 nm com resolucdo de 4 nm. O equipamento foi previamente calibrado com
mitrafilina e a monitorizacdo de ides identificadores foi realizado para m/z 369,5 (POA)
e m/z 3855 (TOA). As condi¢bes para 0 modo de ionizagdo da mitrafilina estdo
representadas na tabela 10. A aquisicdo foi obtida no intervalo de m/z 100-600 com
resolugéo de m/z 0,4.

O perfil de fenois das amostras UT-2 e UT-4 FA-MeOH foi obtido por UPLC-
DAD-MS, utilizando-se uma coluna Phenomenex (100 x 3,0 mm) com fase RP18 (2,6
pum). As condicbes de eluigdo das amostras com MeOH/H,0 (H,0 em pH 3; HCOOH)
em modo gradiente foram: 5-15% de MeOH (2,10 minutos), 15-35% de MeOH (5,20
minutos), 35-50% de MeOH (3,10 minutos), 50-100% de MeOH (2,10 minutos) e 100-
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5% de MeOH (1 minuto) num total de 13,50 minutos. Um periodo de equilibrio de 3,50

minutos com MeOH 5% foi utilizado entre as analises. O fluxo foi de 0,8 ml/minuto,

volume de injecdo de 5 pl e temperatura do forno de 30 °C. O DAD foi programado

para aquisicdo de dados na gama de comprimentos de onda de 200 a 800 nm com

resolucdo de 4 nm. O equipamento foi previamente calibrado com &cido clorogénico e

campferitrina, e a monitoriza¢do de ides identificadores foi realizada para m/z 353,5 e

m/z 577,0 respetivamente. As condi¢des para 0 modo de ionizagdo do acido clorogénico

e da campferitrina estdo representadas na tabela 10. A aquisicdo foi obtida no intervalo

de m/z 100-700 com resolucdo de m/z 0,4.

Tabela 10 — CondicGes de ionizagdo para mitrafilina, acido clorogénico e
campferitrina por UPLC-MS

Padréo Modo de | Capilar Cone de Extrator RF do Tfonte | Tdessolvatacio
ionizacdo | metélico | amostragem V) quadrupolo °C °C
(kV) (V) V)
Mitrafilina Positivo 3,00 30,00 1,00 1,0 150 350
Acido Negativo 3,00 20,00 1,00 1,0 150 350
clorogénico
Campferitrina | Negativo 3,00 40,00 1,00 1,0 150 350
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4. Apresentacao e discussao dos resultados

4.1  Extracdo e caracterizacdo preliminar de alcaloides e polifenois

O rendimento de cada extrato bruto hidroalcoolico (EBH) e metanolico (EBM)
obtido a partir das folhas de Uncaria tomentosa esta apresentado na tabela 11. Na
tabela 12 estdo apresentados os rendimentos das fracées FH-EtOH/H,0O, FC-EtOH/H,0,
FHM-EtOH/H,0, FA-MeOH e FB-MeOH de cada amostra, obtidas por particdo desses

extratos.

Tabela 11 — Rendimento dos extratos EBH e EBM das folhas de Uncaria

tomentosa
Rendimento (% m/m)
Amostra EBH EBM
uT-1 47,4 19,9
uT-2 46,4 26,8
UT-3 36,1 27,9
uT-4 48,0 14,2
UT-5 * 8,20

*Procedimento ndo realizado. EBH: extrato bruto hidroalcoolico, EBM: extrato bruto metanélico.

Tabela 12 — Rendimento das fracGes obtidas por parti¢do dos extratos brutos

Rendimento (m/m) (%0)
Amostra
FH-EtOH/H,O | FC-EtOH/H,O FHM-EtOH/H,O0 | FA-MeOH | FB-MeOH
uT-1 0,8 6,2 58,4 17,9 1,6
UT-1/EA 1,6 6,4 58,8 * *
uT-2 1,6 4.4 45,2 12,9 1,1
uT-3 3,2 5,6 54,8 10,9 2,7
uT-4 * * * 12,4 4,1
UT-4/EA 54 7,2 40,2 * *
uUT-5 * * * 16,0 2,3

*Procedimento ndo realizado. FH-EtOH/H,O: fracdo hexanica, FC-EtOH/H,0: fracdo cloroférmica, FHM-
EtOH/H,0: fragdo hidrometandlica, FA-MeOH: fracéo acida, FB-MeOH: fracdo bésica. EA = etapa adicional (ver
item 3.5.1).

Os resultados apresentados nas tabelas 11 e 12 revelam que o extrato EBH possui
um maior rendimento demostrando que a mistura hidroalcodlica extrai uma maior
quantidade de metabolitos. Normalmente, os extratos vegetais comerciais sdo obtidos
com misturas varidveis de etanol/agua. A extragdo com etanol/agua 1:1 ja tinha sido
utilizada na otimizacdo do processo de extracdo de extratos enriquecidos em

campferitrina, a partir de Uncaria guianenis [83].
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No estabelecimento da metodologia desenvolvida por HPLC, foi utilizada
inicialmente uma amostra de referéncia (UTFA ) constituida de uma fragdo enriquecida
de POA, obtida de acordo com o descrito no item 3.1. Contudo, ao ser submetida a
analise HPLC-DAD nas condic¢des descritas no item 3.7, a caracterizacao dos alcaloides
nao correspondeu ao perfil previsto, de acordo com a literatura [76, 79, 80, 86] (dados
ndo apresentados). Foi entdo analisada uma outra amostra de referéncia (UTFA,) obtida
da mesma forma, mas sob um acondicionamento diferente. Esta, quando submetida ao
teste de controlo prévio de sua composi¢gdo por HPLC-DAD, revelou um perfil
cromatografico compativel conforme esperado, ao indicar a presenga dos seis POA
(figura 14A-B). Os seis sinais foram atribuidos aos POA, de acordo com a ordem de
eluicdo observada em trabalhos anteriores [76, 79, 80, 86]. A variacdo no perfil
cromatografico dessas amostras de referéncia deve-se possivelmente ao fato desses
alcaloides serem suscetiveis a luz, pH e temperatura [31, 75]. Portanto, as condi¢cfes de
armazenamento para os extratos contendo alcaloides sdo essenciais para a manutencgéo

destes, quando se objetiva utiliza-los como substancia de referéncia.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD indicando a presenca dos seis alcaloides oxindélicos
pentaciclicos: (1) especiofilina; (2) mitrafilina; (3) uncarina F; (4) pteropodina; (5) isomitrafilina; (6)
isopteropodina. (A) Amostra de referéncia UTFA, (c = 0,60 mg/ml): condi¢cdes experimentais: fase movel
MeCN/NH,OAc 30 mM (45:55), pH 6,8-7,0, modo isocratico, fluxo: 1,0 ml/min, detecdo: 245 nm, forno: 60° C.
(B) Amostra de referéncia UTFA (c = 1,0 mg/ml): condi¢des descritas em [86].
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Os perfis obtidos por TLC do extrato bruto EBH e das fragdes provenientes da
particio com solventes, FH-EtOH/H,O, FC-EtOH/H,O e FHM-EtOH/H,O estdo

apresentados nas figuras 15 e 17, respetivamente.

Al

UT-1 UT-2 UT-3 UT-4

UT-1 UT-2 UT-3 UT-4
Figura 15. Cromatografia em camada fina do extrato bruto hidroalcotlico (EBH) das folhas de Uncaria
tomentosa. (A) Fase moével: AcOEt/n-hexano (95:5) e revelagéo sob lampada de UV a 254 nm; (B) Fase movel:

AcOEt/HCOOH/AcOH/H,0O (100:11:11:26) e revelagdo sob lampada de UV a 365 nm ap06s aspersdo com
reagente NP/PEG. Concentracdo dos extratos: 50 mg/ml.

Os perfis obtidos por TLC do extrato bruto EBM e das fracGes oriundas de sua
particdo com solventes, FA-MeOH e FB-MeOH estéo apresentados nas figuras 16 e 18,

respetivamente.

UT-1 UT-2 UT-3 UT-5 UT-4 UT-1 UT-2 UT-3 UT-5 UT-4

Figura 16. Cromatografia em camada fina do extrato bruto metandlico (EBM) das folhas de Uncaria
tomentosa. (A) Fase moével: AcOEt/n-hexano (95:5) e revelagédo sob lampada de UV a 254 nm; (B) Fase movel:
AcOEt/HCOOH/AcOH/H,O (100:11:11:26) e revelacdo sob lampada de UV a 365 nm apds aspersdo com
reagente NP/PEG. Concentracdo dos extratos: 50 mg/ml.

Comparando as analises obtidas por TLC do extrato bruto EBH e EBM mostrados
na figura 15B e 16B, observa-se uma diferenca no perfil fendlico da amostra UT-4 em
relacdo as outras. As substancias fendlicas sdo reveladas no reagente NP/PEG com
coloracdo amarela, laranja, verde e azul [82]. Analisando as placas cromatograficas
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observou-se a presenca de substancias fendlicas de coloracdo amarela, que sdo tipicas
de flavonol [82], que s6 aparecem nessa amostra, gerando uma divida quanto a sua
identidade boténica. Além disso, conforme apresentado na figura 17, nota-se que a etapa
de extracdo adicional da fracdo FH-EtOH/H,0 (a) e FC-EtOH/H,0 (b) da amostra UT-
1/EA com 10 ml de MeOH/H,O (9:1) foi eficaz, j& que promoveu uma separacao
seletiva dos componentes alcaloidicos na FC-EtOH/H,O (b) e dos componentes
fenolicos na FHM-EtOH/H,0 (c).

Uma melhor visualizacao dos alcaloides UTFA; foi obtida na placa (B) da Fig. 18,
onde a concentracdo dessa amostra de referéncia foi de 6 mg/ml. Esta foi a menor
concentragdo que permitiu a visualizagdo de todos os alcaloides presentes, levando-se
em conta a variacdo das concentragdes dos mesmos. A mitrafilina e a isopteropodina
foram identificadas nesta placa pela comparacao dos fatores de retencdo (Rg) com seus
padrdes aplicados em paralelo, e pela ordem de eluicdo descrita por Pereira e cols. [86]
(Figura 14B). A atribuicdo da identidade dos outros quatro POA baseou-se na
comparagdo com a ordem de eluicdo apresentada pelos alcaloides com aquela descrita
na literatura [76, 79, 80, 86].
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UT-la UT-2a UT-3a UT-1b UT-2b UT-3b UTFA, UT-1c UT-2c UT-3c UT-la UT-2a UT-3a UT-1b UT-2b UT-3b UT-1c UT-2c UT-3c

UT-1 UT-4 UT-1 UT-4 UTFA UT-1 UT-4 UT-1 UT-4 UT-1 UT-4 UT-1 UT-4 UT-1c UT-1 UT-2¢c UT-3c UT-4 Acido AcidoCampf.
I[EAa [/EAa [/EAb /EAD 1 [EAc [EAc /EAa [EAa /[EAb /EAb /EAc /EAC /IEA C /EAc Clor. Caf.

Figura 17. Cromatografia em camada fina das fragfes provenientes da particdo do extrato bruto hidroalcoolico (EBH) das folhas de Uncaria tomentosa. (A) Fase mével: AcOEt/n-
hexano (95:5) e revelacgdo sob lampada de UV a 254 nm; (B e C) Fase movel: AcCOEt/HCOOH/AcOH/H,0 (100:11:11:26) e revelagdo sob lampada de UV a 365 nm apds aspersdo com
reagente NP/PEG. (a) FH-EtOH/H,0; (b) FC-EtOH/H,0; (c) FHM-EtOH/H,0. Concentracao das fragdes: 10 mg/ml e concentragdo das amostras de referéncia: UTFA;: 5,0 mg/ml,

acido clorogénico: 1,0 mg/ml, acido cafeico: 1,0 mg/ml e campferitrina: 0,60 mg/ml
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UT-1d UT-2d UT-3d UT-5d UT-4d Mit. Isopt. UT-1d UT-2d UT-3d UT-5d UT-4d Mit. Isopt. UTFA,

Acido Acido Campf.
Isopt.  UTFA, UT-1e UT-2e UT-3e UT-5e UT-4e Clor. Caf.

UT-1d UT-2d UT-3d UT-5d UT-4d Mit.

Figura 18. Cromatografia em camada fina das fragdes provenientes da partigdo do extrato bruto metandlico (EBM) das folhas de Uncaria tomentosa. (A e B) Fase mével: AcOEt/n-
hexano (95:5) e revelagdo sob lampada de UV a 254 nm; (C) Fase mével: AcOEt/n-hexano (95:5) e revelagdo sob luz visivel ap6s aspersdo com reagente Dragendorff/Nitrito de sodio;
(D) Fase movel: AcOEt/HCOOH/AcOH/H,O (100:11:11:26) e revelagdo sob lampada de UV a 365 nm apds aspersdo com reagente NP/PEG. (d) FB-MeOH; (e) FA-MeOH.
Concentracgdo das fragdes: 10 mg/ml para as FA-MeOH e 1,0 mg/ml para as FB-MeOH; e concentracdo das amostras de referéncia: UTFA,: 1,0 mg/ml e 6,0 mg/ml (A e B,
respetivamente), acido clorogénico: 1,0 mg/ml, acido cafeico: 1,0 mg/ml, campferitrina: 0,60 mg/ml, mitrafilina: 1,0 mg/ml e isopteropodina: 1,0 mg/ml.
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4.2  Quantificacdo dos alcaloides das amostras de Uncaria tomentosa por

HPLC

As amostras de U. tomentosa foram caracterizadas através do teor do alcaloide
mitrafilina, usado como referéncia. Para a quantificacdo da mitrafilina por HPLC foi
elaborada uma curva de calibragdo a partir da média das areas dos sinais obtidos das
solugdes-padrao dentro de um intervalo de concentracdes entre 0 e 0,20 mg/ml. Os
resultados expressos pela média e desvio padrdo relativo (RSD) das areas referentes ao
sinal da mitrafilina encontram-se na tabela 13. A resposta do detetor (area referente ao

sinal) ¢ medida em mAU (mili unidades de absorbancia).

Tabela 13 — Média e desvio padrio relativo das areas obtidas por HPLC-
DAD da mitrafilina em funcéo da concentracéo (avaliada a 245 nm)

Concentragdo (mg/ml) Média das areas* (mAU) Desvio padrao(g/il)a tivo das areas
0,20 4,33 x 10° 0,22
0,10 2,07 x 10° 0,12
0,050 1,07 x 10° 0,45
0,025 4,96 x 10° 1,4

0,012 2,50 x 10° 0,61
0,00625 1,27 x 10° 1,7
0,0031, 6,01 x 10* 13
0,0015; 3,17 x 10* 2,0
0,00078; 1,77 x 10* 31

0 0 0

*Meédia de triplicados.

Na figura 19 estd apresentado um cromatograma de uma solucdo padrdo de
mitrafilina e também de isopteropodina (ambas com concentragdo de 0,20 mg/ml) e
respetivos espectros de ultravioleta. Os valores de tempo de retencdo (tg) obtidos sdo
iguais aos encontrados na amostra de referéncia UTFA, (figura 14A), confirmando a
atribuicdo realizada anteriormente. Em ambos os casos, tanto o espectro quanto o
comprimento de onda no qual ocorre 0 maximo de absor¢dao (Amax) estdo de acordo
com os referidos na literatura [79, 87]. A isopteropodina ¢ um estereoisdmero da
mitrafilina, que normalmente acompanha o perfil cromatografico de extratos contendo
este alcaloide, j4 que ambas possuem estruturas quimicas interconversiveis em solugao
com diferentes valores de pH e temperatura [75]. A isopteropodina foi submetida a

analise por HPLC-DAD com o propdsito de identificar os sinais nos cromatogramas
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mediante comparagao com os resultados obtidos por TLC apresentados nas figuras 18A-
B-C.

Na figura 20 esta representada a reta de calibracdo obtida e na tabela 14 estdo os
parametros estatisticos da reta, nomeadamente os valores de declive e incerteza,
ordenada na origem e incerteza, coeficiente de correlacao, limite de detecdo e de
quantificagdo. Os valores das incertezas estdo apresentados considerando o parametro

de t-Student para uma probabilidade de 95% e para n-2 graus de liberdade em que n

representa o nimero de solugdes padrao na reta de calibragao.

7 3,75 min o -
A A = uv
=0 | 2=
|l| ' (nm)
2 | | | 2o
[
2 || =3
= |
; 1
|
[ —
= II I'. . § , . . . . . _ § =
o /__,—__/‘Ij’ \\_I
= B o v 7,81 mw
‘f‘f © 212 '

nm M
A7 28 (nm) :

Figura 19. Cromatograma e espectro de ultravioleta correspondente a solucao padrdo de: (A) mitrafilina (c =
0,20 mg/ml) e (B) isopteropodina (c = 0,20 mg/ml) com dete¢édo a 245 nm. Condigdes de andlise: ver item 3.7
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Figura 20. Representacgdo grafica da curva de calibracédo da area do pico referente a mitrafilina em fun¢éo da
concentragéo

Tabela 14 — Parametros estatisticos da reta de calibracédo apresentada na

figura 20
) ) o Limite de Limite de
Declive Ordenada na origem | Coeficiente de o
detecdo, LDD quantificagdo, LDQ
(mAU 1/g) (mAU) correlagéo, r
(mg/ml) (mg/ml)
(2,155 + 0,037) x10’ (-1,5 + 2,7) x10* 0,9995 4,4x107° 1,5x 10°

De acordo com a equacdo obtida para a reta de calibracdo, o método de
quantificacdo da mitrafilina apresentou resposta linear dentro da gama avaliada, pois o
coeficiente de correlacdo r foi maior que 0,99, atendendo ao critério minimo aceitavel
estabelecido pela ISO 17025 para métodos de quantificacdo [88]. A partir dos dados da
reta de calibragdo foi possivel estimar o limite de detecdo (LDD) de 4,4 X 10° mg/ml e o
limite de quantificagdo (LDQ) de 1,5 X 1072 mg/ml. Os limiares analiticos foram

determinados recorrendo as expressoes 1 e 2:

L DD - 3,3sy/ x (1)
LDQzlosg/X (2)

em que b representa o declive e sy representa o desvio padrdo dos pontos a reta de

calibracao, dado pela expressao 3:
e B0 =T -
y n-—2
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em que ¥ representa o valor de y interpolado na reta de calibracdo e n representa o
numero de solucdes padrio.

Para valores abaixo do LDD n&o é possivel detetar a mitrafilina na amostra sob as
condi¢des experimentais estabelecidas e, para valores abaixo do LDQ, sabe-se que a
amostra contém mitrafilina, mas ndo é possivel quantifica-la, ou seja, ndo € possivel
determinar a sua concentracdo com precisdo e exatiddo aceitaveis. O método nédo
apresentou muitos desvios entre 0s pontos experimentais e a reta definida na gama de
trabalho, e o valor de desvio padrdo (1,5 x 107 e de coeficiente de variagdo (3,6%)
foram baixos. Portanto, pode-se concluir que a ocorréncia de erros aleatorios durante a
analise € muito baixa.

A identificagdo da mitrafilina por HPLC-DAD nas fragdes FB-MeOH pode ser
demonstrada pela presenca de um pico com mesmo tg e espectro de ultravioleta, em
comparagdo com o padrdo mostrado na figura 19A. Essa caracterizacdo é corroborada
pelos resultados obtidos na andlise por TLC apresentados na figura 18A-B-C, das
amostras UT-2, UT-3, UT-4 e UT-5, com confian¢a, enquanto o sinal correspondente
estd ausente na amostra UT-1. Portanto, a partir da reta de calibragdo e da média das
areas relativas ao sinal da mitrafilina nas diversas amostras, foi possivel estimar a
concentragdo desse alcaloide em cada uma delas. O valor da incerteza da concentracao

foi determinado a partir da expressao 4:

S/ j 11 (g0-y)? @
b m n b2Y(xi —x)?

em que m representa o nimero de réplicas da amostra, y0 representa o valor médio da
resposta da amostra, X representa o valor médio de x e ¥ representa o valor médio de y.
Esse valor foi depois corrigido considerando o valo de t com n-2 graus de liberdade e
probabilidade de 95%, sendo apresentado como t sx.

Os resultados expressos pela média e RSD das éreas referentes ao sinal da
mitrafilina estdo apresentados na tabela 15. Apenas as fracdes FB-MeOH foram
quantificadas por HPLC, ja que as analises das fracdes FC-EtOH/H,O de todas as
amostras resultaram em cromatogramas com péssima resolucdo (resultados néo

apresentados).
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Tabela 15 — Concentracao estimada de mitrafilina por HPLC-DAD a partir
da reta de calibracéo apresentada na figura 20

Média das areas* Desvio padr do relativo Cc+tsx
Amostras das areas
(mAU) (%) (mg/ml)
uT-1 , ;
FB-MeOH 1,21 x 10 3,08 (0,13£0,23) x 10
uT-2 . ;
FB-MeOH 2,03x10 0,31 (9,47 % 0,24) x 10
UT-3 . ;
FB-MeOH 1,21x10 0,56 (5,70 £0,22) x 10
UT-4 - .
FB-MeOH 1,74x 10 0,24 (0,88 £ 0,23) x 10
UT-5 . ;
FB-MeOH 2,00x 10 0,91 (9,34 +0,24) x 10

*Meédia de triplicados.

Os cromatogramas obtidos por TLC apresentados na figura 18A-B-C estdo de

acordo com estes resultados, ja que se observam diferencas de intensidade nas bandas
correspondentes a mitrafilina ap6s revelacdo. Considerando os valores de LDD e LDQ
obtidos (Tabela 14), e através da analise da tabela 15, verifica-se que a amostra UT-1
FB-MeOH esta abaixo do LDD e a UT-4 FB-MeOH esta abaixo do LDQ. Deste modo
pode-se explicar a elevada incerteza associada a concentracdo dessas amostras (181% e
26%, respetivamente). As restantes amostras possuem valores de concentragdo que se
situam acima do LDQ.

Na amostra UT-1 FB-MeOH a quantidade de mitrafilina encontra-se abaixo do
LDD do método, mas a presenca de outros alcaloides foi revelada por TLC (figura 18A-
B-C) e por HPLC (figura 21).

O perfil cromatografico, o espectro de ultravioleta da mitrafilina (tg ~ 3,8 min) e os
sinais das fracdes FB-MeOH das amostras de Uncaria tomentosa avaliados a 245 nm

estdo apresentados nas Figuras 21 a 25.

40



w| o uw uw wo uv
_ a4 __ 244
244 ’
1 2 ) 3 .4 .5
- -
2o ||"|I| :at
' 1) tr=3,08 min -
R | 'l 2) tr=3,77 min 3
4 [ 3) trR=4,67 min
7 | || 4) tr=5,45 min -
3 - . 5) tr=6,30 min - 3
i | E
0] II' I'. I| |I Ea
f |I | | E
=9 | f \ E=
_ ) 1 I [ :
w0l I|I N f\ ,f\\ [\ 4 / \ s
| [} I
E JWN N2 ~

Figura 21. Cromatograma da amostra UT-1 FB-MeOH e espectros dos sinais maioritarios (mitrafilina
corresponde ao pico 2). Condi¢des de andlise: ver item 3.7
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Figura 22. Cromatograma da amostra UT-2 FB-MeOH e espectros dos sinais maioritarios (mitrafilina
corresponde ao pico 2). Condigoes de analise: ver item 3.7
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Figura 23. Cromatograma da amostra UT-3 FB-MeOH e espectros dos sinais maioritarios (mitrafilina
corresponde ao pico 2). Condi¢des de andlise: ver item 3.7
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Figura 24. Cromatograma da amostra UT-4 FB-MeOH e espectros dos sinais maioritarios (mitrafilina
corresponde ao pico 2). Condi¢des de andlise: ver item 3.7
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Figura 25. Cromatograma da amostra UT-5 FB-MeOH e espectros dos sinais maioritarios (mitrafilina
corresponde ao pico 2). Condi¢des de anélise: ver item 3.7

Os espectros de ultravioleta dos sinais presentes nas amostras sdo semelhantes em
relacdo aos espectros dos padrdes mitrafilina e isopteropodina (Figura 19), sugerindo
possuirem cromoforos similares e, portanto, compartilharem a mesma classe quimica. A
partir dessa semelhanca espectral e dos valores de tg dos sinais dos cromatogramas e das
figuras 14A e 19; além da analise da placa de TLC (Figura 18B), observa-se que o sinal
1 das amostras UT-1 FB-MeOH e UT-4 FB-MeOH, e o sinal 4 das amostras UT-2 FB-
MeOH, UT-3 FB-MeOH e UT-5 FB-MeOH possuem caracteristicas quimicas similares
aos alcaloides especiofilina e isomitrafilina, respetivamente. As pequenas variagdes que
ocorreram no Rg desses alcaloides em TLC séo possivelmente devido as oscilagfes na
saturacdo da cadmara cromatografica. Contudo, Laus & Keplinger [75] e Mazzei [79]
reportaram que o par de alcaloides (pteropodina e isomitrafilina), quando analisado por
HPLC, apresenta por vezes a ordem de eluicéo invertida devido a pequenas diferencas
nas condi¢des cromatogréaficas. Além da possivel presenca de especiofilina nas amostras
UT-1 FB-MeOH e UT-4 FB-MeOH, nota-se a presenca de bandas (Figura 18B) com
mesmo Rg correspondente ao alcaloide isopteropodina nessas amostras. Porém, esse

alcaloide que apresenta tg ~ 7,8 min (figuras 14A ¢ 19), ap6s injecdo do padréo por
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HPLC apresentou tg ~ 6,3 min nas amostras (figuras 21 e 24). Portanto, para a
corroboragdo da presenga de especiofilina, isomitrafilina e isopteropodina exigiria a
aplicacdo de técnicas adicionais de caracterizacdo quimica. Neste caso, a técnica de
HPLC-MS foi aplicada (ver adiante), sugerindo que o tg ~ 6,3 min da amostra UT-4 FB-
MeOH ndo corresponde a isopteropodina, mas sim possivelmente a um alcaloide
tetraciclico (TOA).

Ensaios de recuperacdao do padrdo foram elaborados em dois niveis de concentra¢ao
(0,05 mg/ml e 0,025 mg/ml) com trés réplicas cada, para quatro amostras e duas
solugdes-padrao. Os resultados desses ensaios estdo apresentados na tabela 16 e
permitiram validar os resultados obtidos a partir da reta, uma vez que as quantificacfes
das amostras e das solu¢des-padrao foram efetuadas em ocasifes diferentes. Além disso,
eles sugerem que o método apresenta uma boa exatiddo, pois o erro relativo calculado

foi inferior a 1%, com excecdo da amostra UT-4 FB-MeOH que apresentou valor acima

de 10%. Isso se deve possivelmente a concentragdo estar abaixo do LDQ.

Tabela 16 — Ensaios de recuperacao de amostras e solu¢des padrao (245 nm)

Cogﬁigsg?ao Concentragdo média apds Taxa de Erro relativo
Amostras A fortificagdo recuperacao
fortificacéo (mg/ml) (%) (%)
(mg/ml) 9 0
corg\lcle\:/rftlr(;Zéo 0,05 0,025 0,05 0,025 | 0,05 | 0,025
uT-2 5 . R
FB-MeOH 9.47x 10 14,107 | 1,2ox10 99,5 101 | 018 | 0,25
uT-3 5 . S
FB-MeOH 570x10 1,0sx10" | 8,1x10 98,6 990 | 065 | 0,29
uT-4 5 S S
FB-MeOH 0,88 x 10 5,2, X 10 3,0, x 10 87,2 85,0 11 11
UT-5 5 . R
FB-MeOH 9,34x10 1,45 x 10 1,15 x 10 99,4 996 | 022 | 0,079
((')V' Igf;gm) 0,10 15, x10% | 12,x10 | 102 | 101 | 062 | 041
© I\(;Illtzrafn”é?ﬁ“) 0,0125 6,3 x 107 | 3,75x 107 101 99,9 0,78 | 0,049
1 5

Na tabela 17 esté apresentada a concentracdo de mitrafilina determinada nas fracdes

FB-MeOH e respetivos rendimentos, e teor de mitrafilina, de cada fracdo, em mg por 1

g de amostra de folhas secas de Uncaria tomentosa.
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Tabela 17 — Concentracgoes, rendimentos e teor (mg/g) de mitrafilina nas
amostras de Uncaria tomentosa

Amostras Cttsx Rendimento Teor + s teor
(mg/ml) (% m/m) (mg/g)
uT-1 Abaixo do LDD 1,6 *x
FB-MeOH ’
B (9,47 0,24) x 10 11 139+0,03
CBMeoH (5.70+0,22) x 10 21 215008
UT-4 . .
FB-MeOH Abaixo do LDQ 4.1
- -2
FBEJI\;E% y (9,34 +£0,24) x 10 23 0,88 £0.02

*Néo calculado

Esses resultados estdo de acordo com Laus e cols. [75] que observaram que o teor
de mitrafilina variava com a localidade. Além disso, pode-se notar que as amostras UT-
1, UT-2 e UT-3 que foram recolhidas no mesmo local apresentaram teores diferentes
desse alcaloide, mostrando que a sazonalidade exerce influéncia na producdo de
metabolitos secundarios. Resultados semelhantes foram obtidos por Laus e cols. [28].

A tabela 18 apresenta o resumo de um levantamento realizado sobre o teor de

mitrafilina encontrado em espécies de Uncaria tomentosa.

Tabela 18 — Teor de mitrafilina em amostras de Uncaria tomentosa

Teor de mitrafilina (mg/g) | Parte da planta | Referéncia
0,67 Cascas [78]
0,90 Cascas [74]
3,37 Folhas [74]
3,03 Cascas [75]
0,96 Cascas [89]
1,20 Cascas [28]
2,06 Folhas [28]

Segundo Montoro e cols. [74], as folhas de U. tomentosa contém maior quantidade
de mitrafilina do que as cascas. Além disso, Laus e cols. [28] investigaram e
constataram que as folhas maduras possuem maior concentracdo desse alcaloide que as

folhas jovens. Considerando os valores das tabelas 17 e 18, pode-se verificar que os
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teores de mitrafilina das fracbes UT-2 FB-MeOH e UT-3 FB-MeOH foram maiores que
os teores desse alcaloide presente nas cascas dos estudos ja realizados, com exce¢do do
publicado por Laus e cols. [75].

Portanto, o perfil e o teor de mitrafilina na Uncaria tomentosa esta estreitamente
conectado as variagdes fisiologicas e ambientais. Desse modo, pode haver variacdes
significativas no alcaloide em funcdo do local onde as espécies grassam, a época em que
sdo colhidas, a parte da planta utilizada, e a idade do vegetal utilizado. E portanto
evidente a importancia da analise realizada para a caracterizacdo quimica e o controle

de qualidade desta matéria-prima vegetal.

4.3  Quantificacdo dos polifendis das amostras de Uncaria tomentosa por

HPLC

As amostras de U. tomentosa foram caracterizadas através do teor do polifenol
acido clorogénico, usado como referéncia. Para a quantificagdo do 4cido clorogénico
por HPLC foram elaboradas duas curvas de calibracdo a partir da média das areas dos
sinais obtidos das solug¢des-padrao dentro de um intervalo de concentragdes entre 0 e
0,50 mg/ml. Os resultados expressos pela média e desvio padrdo relativo (RSD) das

areas referentes ao sinal do 4cido clorogénico encontram-se na tabela 19.

Tabela 19 — Média e desvio padrio relativo das areas obtidas por HPLC-DAD
do &cido clorogénico em funcéo da concentracao
(avaliada a 280 e 320 nm)

Concentracio Média das areas Desvio padrao relativo das areas
m /ml)g (mAu) (%)

g 280 nm 320 nm 280 nm 320 nm
0,50 7,80 x 10° 1,45 x 107 1,6 1,5
0,25 3,85 x 10° 7,14 x 10° 1,5 1,6
0,125 1,89 x 10° 3,50 x 10° 0,61 1,1

0,062 9,45 x 10° 1,75 x 10° 1,7 1,9
0,031, 4,16 x 10° 7,84 x 10° 2.8 2.1
0,015 2,09 x 10° 4,01 x 10° 2.1 2.7
0,0078; 1,38 x 10° 2,60 x 10° 1,4 15
0,0039, 6,62 x 10* 1,26 x 10° 2,0 2.4
0 0 0 0 0

*Meédia de triplicados.

Na figura 26 estd representado um cromatograma com detecdo efetuado aos

comprimentos de ondas de 280 e 320 nm do padrdo 4cido clorogénico e também de
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campferitrina (com concentracdo de 0,50 mg/ml e 0,60 mg/ml, respetivamente) e
espectros de ultravioleta correspondentes. Em ambos os casos, tanto o espectro quanto o
comprimento de onda ao qual ocorre 0 maximo de absor¢do (Amax) estdo de acordo
com os referidos na literatura [50, 90]. A campferitrina foi submetida a andlise de
HPLC-DAD com o proposito analitico de corroborar a sua identifica¢ao realizada por
TLC nas amostras UT-4/EA FHM-EtOH/H,0 e UT-4 FA-MeOH mostradas nas figuras
17C e 18D, respetivamente. Segundo Valente e cols. [55] que realizaram estudos com o
objetivo de identificar essa substancia nas espécies U. fomentosa e U. guianensis, este
flavonol somente foi identificado e isolado na espécie Uncaria guianensis, gerando uma
duvida quanto a identidade boténica correta da amostra UT-4.

Na figura 27 estdo representadas as retas de calibragdo do acido clorogénico

avaliadas aos dois comprimentos de onda e na tabela 20 estdo os parametros estatisticos

das retas.
= A 24,80 min =« B 24,80 min .
- | - UV " - ] - UV .
. i 35 (m Lo 25 (m)
= | " 21.9 21 / = . | 219 1 / .
‘ 2 P ‘ wr;.
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Figura 26. Cromatograma e espectro de ultravioleta correspondente a solu¢ao padrao de: acido clorogénico (c
= 0,50 mg/ml) a 280 nm (A) e a 320 nm (B); campferitrina (c = 0,60 mg/ml) a 280 nm (C) e a 320 nm (D).
Condicoes de analise: ver item 3.8
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Figura 27. Representacdo grafica das retas de calibracio da area do pico referente ao 4cido clorogénico em
fun¢do da concentracdo avaliadas a 280 nm e 320 nm

Tabela 20 — Parametros estatisticos das retas de calibracédo apresentada na

figura 27
Coeficiente Limite de Limite de
) Ordenada na y o
A (nm) Declive (mAU I/g) ) de detecdo, LDD | quantificagdo, LDQ
origem (mAU) 3

correlagéo, r (mg/ml) (mg/ml)

280 (1,561 +0,017) x10’ (-2,5 + 3,3) x10° 0,9999 6,5x10° 2,1x107

320 (2,891 + 0,030) x10’ (-4,1 +5,8) x10° 0,9999 6,3x10° 2,1x107

De acordo com as equacdes obtidas para as retas de calibracdo, o método de
quantificacdo do acido clorogénico apresentou resposta linear dentro da gama avaliada,
pois o coeficiente de correlacdo r foi maior que 0,99, atendendo ao critério minimo
aceitavel estabelecido pela ISO 17025 para métodos de quantificagdo [88]. A partir dos
dados das curvas de calibracao foi possivel estimar, para a monitorizagcdo a 280 nm, um
LDD de 6,5 x 10 mg/ml e um LDQ de 2,1 x 1072 mg/ml; e para a monitorizacao a 320
nm um LDD de 6,3 x 10®mg/ml e um LDQ de 2,1 x 10 mg/ml.

A reta de calibracdo obtida com a dete¢do a 280 nm ndo apresentou muitos desvios
entre 0s pontos experimentais dentro da gama de trabalho analisada, e o valor de desvio
padréo (2,2 x 10™%) assim como o coeficiente de variacéo (2,0%) foram muito baixos. A
incerteza associada ao declive também é muito baixa (1,1%), no entanto verifica-se que

0 ponto zero, zero ndo fica incluido na incerteza associada a ordenada na origem.
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Relativamente a reta obtida a 320 nm, esta também ndo apresentou muitos desvios
entre 0s pontos experimentais dentro da gama de trabalho analisada, e teve um valor
baixo de desvio padrdo (2,1 x 10°) assim como de coeficiente de variacdo (1,9%). A
incerteza associada ao declive é também muito baixa (1,0%), e verifica-se que o
intervalo de confinca da ordenada na origem contém o ponto zero, zero.

A identificagdo do &cido clorogénico por HPLC-DAD nas fragdes FHM-EtOH/H,O
e FA-MeOH pode ser demonstrada pela presenca de um pico com semelhante tg e
espectro de ultravioleta, em comparacdo com o padrdo mostrado na figura 26A-B. Essa
caracterizacdo € corroborada pela analise por TLC apresentada nas figuras 17C e 18D,
pelo menos para as amostras incluidas como FA-MeOH, a UT-1/EA FHM-EtOH/H,0 e
a UT-4/EA FHM-EtOH/H,O, com confianga. A identificacdo da campferitrina nas
amostras UT-4/EA FHM-EtOH/H,0O e UT-4 FA-MeOH foi feita por comparagao do tg €
espectro de ultravioleta com o padrao mostrado na figura 26C-D, confirmando o
resultado obtido em TLC nas figuras 17C e 18D, respetivamente.

Portanto, a partir das retas de calibragdo e da média das areas relativas ao sinal do
acido clorogénico a 280 e 320 nm nas diversas amostras, foi possivel estimar a
concentracdo dessa substancia em cada amostra. Esses dados e o RSD das areas
relativas ao sinal do 4cido clorogénico estdo representados na tabela 21. A amostra UT-2
FHM-EtOH/H,0 nao foi quantificada por HPLC, ja que nao foi possivel obter um valor
de area para o sinal correspondente ao acido clorogénico.

Os cromatogramas obtidos por TLC apresentados nas figuras 17C e 18D
confirmam esses resultados, ja que se observam diferencas de intensidade nas bandas
correspondentes ao acido clorogénico apos revelacdo. Além disso, no procedimento
definido para EBH, a etapa de extracdo adicional realizada na amostra UT-1/EA
(‘lavagens’ da fragdo hexanica e cloroformica com MeOH/H,O 9:1), aparentemente
pouco elevou o contetdo de fendlicos extraido (58,4% para 58,8%) (tabela 12); contudo
favoreceu a extracdo do &cido clorogénico, que aumentou aproximadamente 135%
(tabela 21).
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Tabela 21 — Concentracéo estimada de acido clorogénico por HPLC-DAD
nas amostras a partir da reta de calibragdo apresentada na figura 27

. . Desvio padréo
Meédia das areas * . . C #tsx

Amostras (MAU) relativo das areas (mg/ml)

(n?n ) 280 320 280 320 280 320

uT-1 6 6 2 2
FA-MeOH | 157X 10° | 2,75x 10 2,79 0,34 | (10,21+0,34)x 102 | (9,66 +0,32) x 10
- AL_JI\;;EZOH 147x10° | 1,77x10° | 355 | 085 | (9.57+0,34)x10% | (6,27 +0,33) x 107
E AEJI\;;%%H 2,99x10° | 511x10° | 1,25 051 | (19,34+0,35)x10? | (17,81 +0,34) x 10
- AL_JI\;:BH 151x10° | 2,75x10° | 251 | 078 |(98.45+0,34)x 107 | (96,65 + 0,33) x 10?
e AL_JI\;;;’()H 1,81 x10° | 3,07x10° | 3,86 1,41 | (11,75+0,34)x 10% | (10,75 +0,33) x 10°
UT-1/EA

FHM- 1,54x10° | 2,39x10° | 5,68 1,84 | (1,15+036) x 102 | (0,98 +0,34) x 107
EtOH/H,0

uT-1

FHM- 4,42x10* | 9,34x 10" | 2,00 2,35 | (0,48+0,36)x10% | (0,42 %0,35) x 10°
EtOH/H,0

uT-3

FHM- 7,24x10" | 1,45x10° | 1,87 2,97 | (0,63+0,36)x10% | (0,62 %0,35) x 10°
EtOH/H,0
UT-4/EA

FHM- 1,41x10° | 2,59x10° | 2,13 2,05 | (9,16+0,34)x10% | (9,11 +0,33) x 10°
EtOH/H,0

*Meédia de triplicados.

Considerando os valores de LDD e LDQ e pela analise da tabela 20 é possivel

afirmar que as amostras UT-1 FHM-EtOH/H,0 e UT-3 FHM-EtOH/H,0 estdo abaixo
do LDD e a amostra UT-1/EA FHM-EtOH/H,0 esta abaixo do LDQ. Isso explica a
elevada incerteza dessas amostras (81,0%, 57,8% e 24,1%, respetivamente) em 280 nm
e (74,5%, 53,6% e 35,3%, respetivamente) avaliada a 320 nm. Todas as outras amostras
quantificadas possuem valores de concentracdo que se situam acima do LDQ. Pode-se
verificar que o método de extracdo com metanol seguido de particdo &cido-base € mais
seletivo que a extracdo hidroalcodlica na obtencdo de &cido clorogénico das folhas de
Uncaria tomentosa.

Apesar das amostras UT-1 FHM-EtOH/H,O e UT-3 FHM-EtOH/H,O néo
possuirem quantidades de &cido clorogénico detetavel e na amostra UT-2 FHM-
EtOH/H,0 ndo ser possivel estimar a sua concentracdo; estas revelam outros compostos
fenolicos, como demonstraram o0s sinais obtidos por TLC (figura 17C) e os

cromatogramas correspondentes (figuras 34 a 36). As bandas de coloragdo azul
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correspondem a fenois pertencentes a classe de acidos fenolicos e cumarinas [82]. Além
disso, alguns sinais do cromatograma dessas amostras ndo aparecem nas placas de TLC
revelados com NP-PEG. Contudo, sabe-se que h& substancias fenolicas que ndo
respondem colorimetricamente a acdo desse reagente cromatografico [82].

Os cromatogramas e espectros de ultravioleta do acido clorogénico (tg 24,5-25,2
min) e da campferitrina (tg ~ 51,5 min) das fracdes FA-MeOH e FHM-EtOH/H,0
realizadas para todas as amostras com detecdo a 280 e 320 nm sdo apresentados nas
figuras 28-37. As pequenas variacdes que ocorreram no tg do acido clorogénico devem-

se possivelmente as oscilacdes de pressao do equipamento utilizado.
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Figura 28. Cromatograma da amostra UT-1 FA-MeOH e espectro de ultravioleta do acido clorogénico com
detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da analise; (A.2) = Zona ampliada junto
ao pico do acido clorogénico. Condigdes de andlise: ver item 3.8
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Figura 29. Cromatograma da amostra UT-2 FA-MeOH e espectro de ultravioleta do &cido clorogénico com
detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da analise; (A.2) = Zona ampliada junto
ao pico do &cido clorogénico. Condicdes de analise: ver item 3.8
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Figura 30. Cromatograma da amostra UT-3 FA-MeOH e espectro de ultravioleta do acido clorogénico com
detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da analise; (A.2) = Zona ampliada junto
ao pico do acido clorogénico. Condicdes de analise: ver item 3.8
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Figura 31. Cromatograma da amostra UT-4 FA-MeOH e espectro de ultravioleta do &cido clorogénico (1) e

campferitrina (2) com dete¢do a 280 nm (A) e 320 nm (B). Condic8es de anélise: ver item 3.8
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Figura 32. Cromatograma da amostra UT-5 FA-MeOH e espectro de ultravioleta do acido clorogénico com
detegdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da analise; (A.2) = Zona ampliada junto
ao pico do acido clorogénico. Condicdes de analise: ver item 3.8
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Figura 33. Cromatograma da amostra UT-1/EA FHM-EtOH/H,O e espectro de ultravioleta do &cido
clorogénico com detecéo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da andlise; (A.2) = Zona
ampliada junto ao pico do &cido clorogénico. Condicdes de analise: ver item 3.8

1A )

25,03 min - 1 uv
: e : | (nm)
. -

- 25i03 min e B i // ~.__ 324 A

. N . 7

. A S - s =

ey A =T S

18 : uv
: : (nm)
T A = o f P85 gy g

Figura 34. Cromatograma da amostra UT-1 FHM-EtOH/H,O e espectro de ultravioleta do acido clorogénico
com detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da andlise; (A.2) = Zona ampliada
junto ao pico do acido clorogénico. Condigdes de andlise: ver item 3.8
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Figura 35. Cromatograma da amostra UT-2 FHM-EtOH/H,O e espectro de ultravioleta do &cido clorogénico
com detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da anélise; (A.2) = Zona ampliada
junto ao pico do acido clorogénico. Condig¢des de andlise: ver item 3.8
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Figura 36. Cromatograma da amostra UT-3 FHM-EtOH/H,O e espectro de ultravioleta do &cido clorogénico
com detecdo a 280 nm (A) e 320 nm (B). (A.1) = Cromatograma completo da andlise; (A.2) = Zona ampliada
junto ao pico do acido clorogénico. Condigdes de analise: ver item 3.8
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Figura 37. Cromatograma da amostra UT-4/EA FHM-EtOH/H,O e espectro de ultravioleta do &cido
clorogénico (1) e campferitrina (2) com dete¢do a 280 nm (A) e 320 nm (B). Condig¢des de andlise: ver item 3.8

Analisando os cromatogramas das figuras 28-30 e 32-36 para as amostras UT-1,
UT-2, UT-3 e UT-5, observa-se que o sinal do acido clorogénico a 280 nm esté
sobreposto com outro sinal ndo identificado. Uma das causas de diferenga nos valores
de concentragdo do 4cido clorogénico dessas amostras a 280 nm, em comparagdo com
os valores obtidos em 320 nm, deve-se possivelmente a essa sobreposi¢cdo. Além disso,
verifica-se que as fragdes FA-MeOH e FHM-EtOH/H,O contém, em grande parte,
misturas de compostos fenolicos, € que os cromatogramas com detecao a 280 nm para
as fragoes FA-MeOH sdo muito mais complexos que os cromatogramas a 320 nm. Um
perfil cromatografico similar foi obtido por Gongalves e cols. [29] que analisaram
extratos obtidos da casca da Uncaria tomentosa e atribuiram a presenca de
proantocianidinas (taninos condensados) como a causa dessa complexidade. Contudo,
os cromatogramas das fragdes FA-MeOH e FHM-EtOH/H,O (da amostra UT-4)
apresentam perfis diferentes das restantes amostras. Além disso, esta ¢ a inica amostra
na qual foi identificada o flavonoide campferitrina.

Ensaios de recuperagdo do padrao foram realizados em dois niveis de concentracao
(0,125 e 0,031, mg/ml) com trés réplicas cada, para duas amostras e duas solucdes

padrdo. Os resultados desses ensaios estdo apresentados nas tabelas 22 e 23. Esses
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resultados permitiram validar os resultados, uma vez que as quantificacbes das amostras

e das solugdes padrdo foram efetuadas em ocasides diferentes. Além disso, estes dados

sugerem que o método apresenta uma boa exatiddo, pois o erro relativo calculado foi

inferior a 1% [88]. Contudo, observa-se que os valores de erro relativo sdo maiores nas

amostras monitorizadas a 280 nm, mostrando novamente que a sobreposicdo do acido

clorogénico com outro sinal aumenta a ocorréncia de erros sistematicos na analise.

Tabela 22 — Ensaios de recuperacao de amostras e solucgdes padréo
com detecdo efetuada a 280 nm

Concentracao antes | Concentracdo média apds Taxa de .
S S n Erro relativo
Arhostras da fortificacdo fortificacdo recuperacéao (%)
(mg/ml) (mg/ml) (%) 0
Niveldes 0,125 0,031, 012; | 0,031, | 0125 | 0,031,
concentracao
uT-3 19,34 x 10 1 1
EA-MeOH 3,15 x 10 2,25 x 10 97,5 103 0,98 0,38
UT-5 11,75x 10 1 1
EA-MeOH 2,4, x10 1,49 x 10 98,5 102 0,79 0,52
Acido
clorogénico 0,25 3,7:x 10" 2,8,x10* 100 101 0,13 0,15
(0,25 mg/ml)
Acido
clorogénico 0,062 1,85 x 10* | 9,35 x 107 98,9 100 0,71 0,11
(0,0625 mg/ml)
Tabela 23 — Ensaios de recuperacao de amostras e solugdes padréo
com detecdo efetuada a 320 nm
Concentracao
Amostras antes da Concentragdo média apos Taxa de Erro relativo
fortificagdo fortificacdo (mg/ml) recuperacéo (%) (%)
(mg/ml)
Nivel de 0,125 0,031, 0,125 0031, | 0125 | 0,031,
concentracao
uT-3 17,81 x 10 1 1
FA-MeOH 3,05 x 10 2,1,x 10 101 101 0,62 0,20
UT-5 10,75 x 10 1 1
FA-MeOH 2,31 x10 1,39 x 10 99,1 101 0,47 0,34
Acido
clorogénico 0,25 3,7,x10* 2,8, x10* 99,1 101 0,31 0,11
(0,25 mg/ml)
Acido
clorogénico 0,062 1,84 x 10* 9,3, x 107 101 100 0,48 0,10
(0,0625 mg/ml)
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Na tabela 24 esta apresentada a concentracdo de acido clorogénico nas fragdes FA-

MeOH e FHM-EtOH/H,O e os respetivos rendimentos, e o teor de &cido clorogénico de

cada fragcdo em mg por 1 g de amostra de folhas secas de Uncaria tomentosa.

Tabela 24 — Comparacéo dos valores de concentragdo, rendimento e teor de
acido clorogénico nas amostras de Uncaria tomentosa avaliados a dois

comprimentos de onda

C+tsx Rendimento Teor £ s teor
Amostras (mg/ml) (m/m) (mg/g)
280 nm 320 nm (%0) 280 nm 320 nm
- AL_’,\;'eloH (10,21 +0,34) x 102 | (9,66 * 0,32) X 107 17,9 0,36 £0,01 | 0,34 +0,02
. AL-J&;;ZOH (9,57 +0,34) x 10? | (6,27 +0,33) x 10 12,9 0,33+0,01 | 0,22 0,01
. AL_JI\;;Q’OH (19,34 + 0,35) x 10 | (17,81 + 0,34) x 10 10,9 0,58 +0,02 | 0,54 0,01
. AL-Jl\;;:oH (98,45 + 0,34) x 10 | (96,65 + 0,33) x 10 124 1,73+0,05 | 1,71 +0,05
. AL_JI\;;%H (11,75 +0,34) x 10 | (10,75 % 0,33) x 10 16,0 0,15+ 0,01 | 0,14 +0,01
FH,\L/IJ_TE'%EH?HZO Abaixo do LDQ | Abaixo do LDQ 58,8 - -
. LétTot o | AbaixodoLDD | Abaixodo LDD 58,4 xox -
- 2
. LétToi o | AbaixodoLDD | Abaixodo LDD 54,8 xox -
- 2
FH,\L/IJ_TE'%EH?HZO (9,16 +0,34) x 107 | (9,11 +0,33) x 102 40,2 1,77 +0,06 | 1,75 +0,06

*Nao calculado

Pavei e cols. [50] identificaram o &cido clorogénico em amostras de cascas e raizes
de Uncaria tomentosa, porém o teor em relacdo a planta seca ndo foi apresentado. N&o
ha relatos na literatura sobre identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos
presentes em folhas dessa espécie e da presenca do &cido clorogénico na Uncaria
guianensis.

Através da obtencdo de um perfil cromatografico obtido por TLC e HPLC-DAD
diferente das restantes amostras e da presenca do flavonol campferitrina, constata-se que
a amostra UT-4, adquirida num mercado popular, possui caracteristicas quimicas
similares a espécie U. guianensis, principalmente devido a presenca marcante de
campferitrina, e também pelo seu conteddo em acido clorogénico atingir cerca de 3
vezes 0 presente nas outras amostras. No entanto, 0s aspetos macroscépicos da planta

adquirida sdo mais compativeis com a espécie U. tomentosa, principalmente pela
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morfologia das folhas e espinhos. Portanto, é possivel que esta planta represente a uma

terceira espécie de Uncaria diferente das duas citadas.

4.4  Caracterizacdo por UPLC-DAD-MS dos marcadores quimicos nos

extratos enriquecidos em alcaloides e polifendis de Uncaria tomentosa

Com o objetivo de caracterizar os extratos preparados em relacdo aos perfis
quimicos enriquecidos em alcaloides e polifendis, as quatro amostras selecionadas
foram submetidas a anélise por UPLC-MS, pesquisando no primeiro caso, a presenga de
mitrafilina e no segundo, a presenca de é&cido clorogénico. Este estudo foi
complementado com a pesquisa da presenca do flavonoide campferitrina, cuja presenca
em quantidade elevada foi indicada na amostra UT-4. Assim, foram escolhidas as
amostras UT-2 FB-MeOH e UT-4 FB-MeOH para determinacdo de mitrafilina; e as
amostras UT-2 FA-MeOH e UT-4 FA-MeOH para determinacdo do acido clorogénico e
da campferitrina. As trés substancias de referéncia utilizadas foram obtidas em estudos
prévios pelo grupo de pesquisa da Fiocruz (Rio de Janeiro, Brasil), ou adquiridas
comercialmente (ver item 3.1).

O procedimento experimental e as condi¢cBes cromatograficas utilizadas para as
analises por UPLC-DAD-MS estdo descritos detalhadamente na secdo 3.9. A escolha
das condicGes de analise obedeceu a parametros de transposicdo dos experimentos de
quantificacdo das amostras em funcdo da mitrafilina e do &cido clorogénico. Para a
mitrafilina, foram ajustadas as condicGes descritas por Mazzei [79] (item 3.7). Para o
acido clorogénico e campferitrina, foram ajustadas as condicdes descritas por Gongalves
e cols. [29] (item 3.8). Em principio, as analises dos perfis alcaloidicos e fendlicos
poderiam ser realizadas com uma coluna Unica LiChrocart (125 x 2,0 mm) com fase
LiChrospher RP18 (5 um). No entanto, a analise dos fendis nas amostras UT-2 FA-
MeOH e UT-4 FA-MeOH, com base nos padrfes do &cido clorogénico e campferitrina,
ndo foi adequada, apesar das variacdes ensaiadas nas condicGes utilizadas; ja que nédo
foi possivel reproduzir o perfil cromatografico obtido para esses padrdes nas analises
por HPLC-DAD. Este obstaculo foi resolvido pela transposicéo das condicgdes utilizadas
por Gongalves e cols. [29] recorrendo a uma coluna Phenomenex (100 x 3,0 mm) com
fase RP18 (2,6 um).

Os cromatogramas e 0S espectros de massas correspondentes obtidos para as

amostras selecionadas estdo apresentados nas subsec¢des seguintes.
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441 Analise dos alcaloides nas amostras UT-2 FB-MeOH e UT-4 FB-

MeOH

A mitrafilina apresenta massa molecular de aproximadamente 368,5 u.m.a.
(unidade de massa atdmica). Por apresentar grupos basicos, 0 modo de ionizagédo
escolhido foi o positivo ([M + H]"), e o sinal no espectro de massa com maior m/z (i&o
molecular M™) corresponde a massa molecular de aproximadamente 369,5. Esse valor
esperado pode ser estendido aos restantes POA, considerando que sdo isOmeros
conformacionais. No caso dos TOA, que possuem massa molecular de
aproximadamente 384,5 u.m.a., a relacdo m/z esperada para o ido molecular em modo
positivo de ionizacao € de 385,5.

Na figura 38A, B e C esta representado, o perfil cromatogréfico do padrao
mitrafilina (A); o cromatograma com monitorizacdo de ides identificadores do padrdo
mitrafilina realizado para m/z 369,5 (B); e 0s espectros de massas no modo de ionizacao
positivo para os dois sinais que aparecem no cromatograma do padrdo (C),
respetivamente. Os cromatogramas foram monitorizados a 245 nm.

A analise da mitrafilina (c = 0,20 mg/ml) em UPLC apresentou dois sinais, ambos
com mesmo espectro de ultravioleta (dados ndo mostrados), mostrando-se idéntico ao
padrdo na figura 19. O sinal com tg 5,28 min é referente a substancia em andlise,
correspondendo ao sinal majoritario do cromatograma (87,2% da area total). O sinal
com tg 7,06 min (12,8% da area total), ndo teve sua identificacdo confirmada. Segundo
Bertol [87], que obteve um cromatograma similar, esse sinal seria referente ao alcaloide
pteropodina, j& que este e a mitrafilina apresentam interconversdo quando em solucao.

Na figura 39 esta apresentado, o perfil cromatogréfico (A.1), o cromatograma com
monitorizacao de ides identificadores realizados para m/z 369,5 (A.2) e m/z 385,5 (A.3),
e 0s espectros de massa no modo positivo (B), para a amostra UT-2 FB-MeOH (c =
0,20 mg/ml), respetivamente; e na figura 40, apresenta-se os resultados obtidos para a
amostra UT-4 FB-MeOH (c = 0,20 mg/ml). Os cromatogramas foram monitorizados a
245 nm.
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Figura 38. (A) Perfil cromatogréfico da mitrafilina (¢ = 0,20 mg/ml) obtido por UPLC-DAD-MS. (B)
Cromatograma com monitorizacao de ides identificadores realizado para m/z 369,5. (C) Espectros de massas
obtidos para os dois sinais no modo positivo. C.1: tg ~ 7,05 min; C.2: tg ~ 5,27 min. Condic¢des de andlise: ver

item 3.9.

61




mAU

. PDA Multi 1 Z245nm ., 4nm|
100 ] ‘”‘ 4,85 min
75— [ Iﬁl 6,57 min
I
50+ | |I \
] | \
| | |
[ A
25— II | "
| Y I| \ Il h
1 | \
o] ._f,\,fff,\f_.\ - DA - SN )
B ' ' ' ' 1 ' ' , ' | ' ' , ' 1 ' ' , ' | , ' , ' | '
0,0 2.5 5.0 7.5 10,0 12,5 Time
MLO2130092 Scan ES+
_ 485 7O
n 1.09a8
I
I
- | ll &.57
- |
1
[ |I \\I
[ [
| \ | \
| |
RN e
[e] T T T T T T T — T T T T T T T T
2.00 400 600 8.00 10.00 12.00 14.00
MLO3130092 Scan ES.
255 ferey
241 | 3.20a7
a2
M\l A3
|
[
- |y
| \',
| .\‘
\ 7.93
| N, 348 M
/ T . e.5a
o / e TN e s - Time
2.00 “4.00 .00 2.00 10.00 12.00 14.00
MLO31 300aZ TET (7.93E) Sman ESe
100 3as. 7T 1. 575
—

1228 171.8

330.0
] - 2874  oraT azaz
453 1 B3 F r
@TMTMM ’ -.lhl. o G| I A ZER AL

MLOA1 3IOaZ 26548 (2 5651)

Soan ESs

1 O 3as5.9 4 _DEeS
=
i 1407 1848 1290.6 a01.7 P
o
MALCA1 IOaZ 238 (2 4000 Scan ES-
1 O 3859 5. S48
2= ]
p 12305 1778 o147 2405 apFa E=0a AT B
o - L bt II T ey Ii. n B 1

i)
QI
w E
mmn
o
i

oe]
g

100 3E8.9

k

1149 17AT 148 ===
e T L5 o e T i T T T T - T T = T T
LD 1 B00D2 2082 (£.860) Scan ESs
s =s0.8 F3ev
2=
o] s e
o M- 200 T aka ! aba ' ako ' ada T afa T sda T =50 T eba

Figura 39. (A.1) Perfil cromatografico da amostra UT-2 FB-MeOH (¢ = 0,20 mg/ml). (A.2) e (A.3)
Cromatograma com monitorizacdo de ides identificadores realizado para m/z 3695 e m/z 3855,
respetivamente. (B) Espectros de massas dos picos obtidos ao tg de. B.1: 7,94 min; B.2: 2,56 min; B.3: 2,40 min
(IM + H]") = 386 (u.m.a.); B.4: 6,53 min; B.5: 4,86 min ([M + H]") = 370 (u.m.a.). Condic@es de analise: ver
item 3.9
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Figura 40. (A.1) Perfil cromatografico da amostra UT-4 FB-MeOH (c

0,20 mg/ml). (A.2) e (A.3)

Cromatograma com monitorizacdo de ides identificadores realizado para m/z 3695 e m/z 3855,
respetivamente. (B) Espectros de massas dos picos obtidos ao tg de. B.1: 7,92 min; B.2: 6,56 min; B.3: 2,42
min ([M + H]") = 386 (u.m.a.); B.4: 11,39 min; B.5: 9,42 min; B.6: 6,15 min; B.7: 4,85 min; B.8: 4,11 min ([M

+ H]") = 370 (u.m.a.). CondicGes de analise:

ver item 3.9
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Da analise dos resultados das amostras caracterizadas por UPLC, pode-se verificar
que o sinal referente a mitrafilina apresentou tg ~ 4,85 min. Houve uma pequena
diferenca em relacdo ao tr da substancia de referéncia apresentada na figura 38, contudo
esta foi identificada nas amostras UT-2 e UT-4 FB-MeOH por comparacao do seu perfil
cromatografico e espectro de ultravioleta obtido por UPLC (dados ndo mostrados), com
seu perfil cromatogréfico e espectro obtido por HPLC (Figuras 22 e 24,
respetivamente).

O alcaloide com tg ~ 6,57 min na amostra UT-2 FA-MeOH apresentou 0 mesmo
valor de m/z para o pico base em comparacdo com o espectro de massas da mitrafilina,
sugerindo que pertence a classe dos POA. Esse resultado esta de acordo com a sugestéo
feita anteriormente, quando a mesma amostra foi analisada por HPLC, ocasido em que
se indicou esse alcaloide como possivelmente a isomitrafilina ou pteropodina. O mesmo
ocorre para o alcaloide (sugerido como especiofilina) com tg ~ 4,13 min na amostra UT-
4 FA-MeOH. Este apresentou valor de m/z para o pico base idéntico ao da mitrafilina.
Todavia, o alcaloide com tg ~ 7,92 min da amostra UT-4 FA-MeOH, que apresentou
mesmo Rg correspondente a isopteropodina por TLC (Figura 18B), forneceu m/z 385,9
para o pico base, sugerindo gque pertence a classe dos TOA.

Pelos espectros de massa apresentados nas figuras 39 (B.1, B.2 e B.3) e figuras 40
(B.1, B.2 e B.3), evidencia-se a presenga de TOAs nas amostras analisadas. Esse
resultado esta de acordo com Keplinger e cols. [16], que demonstraram que uma mesma
espécie pode produzir e armazenar POA em um determinado momento, e em outros,
movimentar sua rota metabolica em direcdo aos TOA. Isso corrobora a possibilidade, ja
reportada por alguns autores [74, 75, 87], da coexisténcia dos dois grupos de alcaloides

nas espécies de U. tomentosa.

4.4.2  Andlise dos polifendis nas amostras UT-2 FA-MeOH e UT-4 FA-

MeOH

O é&cido clorogénico, de massa molecular de aproximadamente 354,5 u.m.a, por
apresentar grupos acidos, foi ionizado negativamente, logo o sinal esperado no espectro
de massa com maior m/z corresponde a massa molecular aproximadamente de 353,5
(IM — HJ]). Ja para a campferitrina, que também possui grupos acidos e cuja massa
molecular € de aproximadamente 578 u.m.a., o valor esperado para o ido molecular no

modo negativo de ionizacdo e de m/z 577.
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Na figura 41A, B e C esta representado, o perfil cromatografico do padrdo acido
clorogénico a 280 nm (A.1) e a 320 nm (A.2); o cromatograma com monitorizagéo de
i0es identificadores do acido clorogénico realizado para m/z 353,5 (B); assim como 0
espectro de massas obtido no modo de ionizacdo negativo para o sinal relativo ao
padrdo (C), respetivamente.

O cromatograma de uma solucdo padrdo de &cido clorogénico (¢ = 0,50 mg/ml)
obtido por UPLC apresentou um sinal majoritario com tg 4,52 min, cujo espectro de
ultravioleta (dados ndo mostrados) esta de acordo com o espectro obtido por HPLC
(Figura 26A-B). Os sinais minoritarios (tr 3,81, 6,34 e 6,65 min) devem ser resultantes
de impurezas no produto comercial, j& que a pureza era apenas > 95%. O cromatograma
apresentado na figura 41B (ides identificadores para m/z 353,5) indica a presenca do
acido clorogénico ao tg 4,52 min. Contudo, a presenca de sinais sobrepostos indica a
dificuldade de ionizacdo que usualmente é causada por supressao idnica na presenca de
substancias com caracteristicas polares, que competem com o éacido clorogénico na
ionizacdo. Esta ocorréncia é considerada como frequente quando se utiliza gradiente de
mistura de solventes na fase mdvel [91]. Adicionalmente, as condi¢des de ionizacdo nao
foram suficientemente otimizadas.

Na figura 42A, B e C esta representado, o perfil cromatogréfico do padrao
campferitrina a 280 nm (A.1) e a 320 nm (A.2); o cromatograma com monitorizagéo de
i0es identificadores da campferitrina realizado para m/z 577 (B); assim como 0 espectro
de massas no modo de ionizacdo negativo para o sinal relativo ao padrdo (C),
respetivamente.

O cromatograma do padréo campferitrina (¢ = 0,60 mg/ml) caracterizado por UPLC
(figuras 42A.1 e 42A.2) apresentou um unico sinal, que revelou um espectro de
ultravioleta similar ao da figura 26C-D. A monitorizacdo de ides identificadores para
m/z 577 (figura 42B) gera também um perfil bastante complexo, provavelmente pelas
mesmas razdes expostas para o caso do &cido clorogénico. Todavia, € possivel verificar
claramente na figura 42B, o tgr 9,98 min, correspondente ao marcador campferitrina. O
espectro de massas (figura 42C) corrobora este fato, ao detetar a massa do ion molecular

m/z 577 no modo negativo.
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Figura 41. Perfil cromatografico do &cido clorogénico (¢ = 0,50 mg/ml) obtido por UPLC-DAD-MS
monitorizado a 280 nm (A.1) e a 320 nm (A.2). (B) Cromatograma com monitorizacdo de ides identificadores
realizado para m/z 353,5. (C) Espectro de massa obtido para sinal com tg ~ 4,52 min no modo negativo.
Condicoes de analise: ver item 3.9
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Figura 42. Perfil cromatografico da campferitrina (c = 0,60 mg/ml) obtido por UPLC-DAD-MS monitorizado a
280 nm (A.1) e a 320 nm (A.2). (B) Cromatograma com monitorizagao de ides identificadores realizado para
m/z 577. (C) Espectro de massa obtido para sinal com tg ~ 9,98 min no modo negativo. Condi¢des de analise:
ver item 3.9
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Figura 43. (A.1) e (A.2) Perfil cromatogréfico da amostra UT-2 FA-MeOH (¢ = 10,0 mg/ml) com calibragéo
prévia com campferitrina avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e (A.4) Cromatograma com
monitorizagdo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z 577, respetivamente. (B) Espectros de
massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 10,41 min ([M - H]) = 577 (u.m.a.); B.2: 4,41 min ([M - H]") = 355,5
(u.m.a.). Condigdes de andlise: ver item 3.9
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Figura 44. (A.1) e (A.2) Perfil cromatogréfico da amostra UT-2 FA-MeOH (¢ = 10,0 mg/ml) com calibragéo
prévia com &cido clorogénico avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e (A.4) Cromatograma com
monitorizagdo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z 577, respetivamente. (B) = Espectros de
massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 9,82 min ([M - H]) = 577 (u.m.a.); B.2: 4,44 min ([M - H]) = 355,5
(u.m.a.). Condigdes de andlise: ver item 3.9
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Na figura 43 esta representado o perfil cromatografico nos comprimentos de onda
de 280 nm (A.1) e de 320 nm (A.2), o cromatograma com monitorizacdo de i0es
identificadores realizados para m/z 353,5 (A.3) e m/z 577 (A.4), e 0s espectros de massa
(B) para a amostra UT-2 FA-MeOH (c = 10,0 mg/ml), respetivamente, tendo realizado a
calibracdo prévia com a campferitrina. Na figura 44, apresentam-se 0S Mesmos
resultados, com a calibragdo prévia com o &cido clorogénico.

Da anélise dos resultados obtidos para a amostra UT-2 FA-MeOH por UPLC-DAD,
pode-se verificar a presenca do &cido clorogénico (tg ~ 4,44 min) por comparacdo do
seu espectro de ultravioleta obtido (dados ndo mostrados) com aquele obtido por HPLC-
DAD (Figura 26A-B). Além disso, foi detetado o fragmento m/z 353,5 referente ao seu
ido molecular no espectro de massas (figura 44B.2), ap0s previa calibragdo com o
padrdo. Estes dados indicam a presenca de acido clorogénico na amostra UT-2 FA-
MeOH, corraborando com sua caracterizacdo anterior por HPLC. Por outro lado, o
fragmento m/z 353,5 também aparece no espectro de massas obtido apos calibracdo com
a campferitrina. Isto ocorreu quando se utilizou o potencial de ionizacdo igual a 40,0 V,
evidenciando a relevancia deste pardmetro (energia de ionizacdo no cone de
amostragem) na detecdo do fragmento com m/z 353,5. Para apoiar esta deducdo, a
detecdo deste fragmento durante a andlise do padrdo do &cido clorogénico deveria ser
investigada nas condicGes de ionizagdo a 40,0 V. Outra possibilidade seria a geracéo,
nesta energia determinada, do acido clorogénico a partir de moléculas de polifendis
maiores. Em contrapartida, a campferitrina ndo foi identificada na amostra UT-2 FB-
MeOH quando analisada nas condic¢des de ionizagdo adequadas para este flavonoide.

Nas figuras 45 e 46 estdo apresentados, o perfil cromatografico avaliado aos
comprimentos de onda de 280 nm (A.1) e de 320 nm (A.2), o cromatograma com
monitorizacao de ides identificadores realizados para m/z 353,5 (A.3) e m/z 577 (A.4); e
0s espectros de massa (B), para a amostra UT-4 FA-MeOH (c = 1,0 mg/ml), ap6s

calibracdo prévia com os padrées campferitrina e &cido clorogénico, respetivamente.
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Figura 45. (A.1) e (A.2) Perfil cromatografico da amostra UT-4 FA-MeOH (c = 1,0 mg/ml), com calibragéo
prévia com campferitrina, avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e (A.4) Cromatograma com
monitorizagdo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z 577, respetivamente. (B) Espectros de
massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 9,91 min ([M - H]) =577 (u.m.a.); B.2: 451 min ([M - H]") = 355,5
(u.m.a.). Condigdes de andlise: ver item 3.9
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Figura 46. (A.1) e (A.2) Perfil cromatogréfico da amostra UT-4 FA-MeOH (c = 1,0 mg/ml), com calibragéo
prévia com acido clorogénico, avaliado a 280 e a 320 nm, respetivamente. (A.3) e (A.4) Cromatograma com
monitorizagdo de ides identificadores realizado para m/z 353,5 e m/z 577, respetivamente. (B) Espectros de
massas dos picos obtidos ao tg de: B.1: 9,89 min ([M - H]") = 577 (u.m.a.); B.2: 4,51 min ([M - H]) = 355,5
(u.m.a.). Condigdes de andlise: ver item 3.9
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No caso da amostra UT-4 FA-MeOH, a presenca de campferitrina indicada por
TLC e HPLC-DAD foi corroborada pela anélise em UPLC-MS, com base na dete¢do do
fragmento m/z 577 segundo as condic¢des de calibragdo com o padrdo do flavonoide.
Além disso, a presenca de &cido clorogénico (m/z 353,5) nesta amostra também é
evidenciada segundo calibracdo efetuada tanto pelo seu padrdo de referéncia quanto
pela campferitrina. Da mesma maneira, a confirmagdo deste resultado exigiria
investigacBes adicionais, no sentido de otimizar as condicGes de anélise, com base em
calibracOes pelas substancias individuais e também simultaneamente com a mistura das

duas.
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5. Conclusoes

No contexto dos objetivos tracados (analisar o perfil quimico e determinar o teor de
polifendis e alcaloides por HPLC) e do estudo desenvolvido com as folhas de cinco
amostras de U. tomentosa de diferentes origens, as seguintes conclusdes podem ser

inferidas:

v" A extracdo direcionada para uma classe definida de substancias permitiu obter
extratos de composicdes distintas, enriquecidos em alcaloides ou fendis. Em
ambos o0s casos, a extracdo com metanol puro foi superior a mistura de
etanol/agua 1:1;

v" A introducdo de uma etapa adicional de extracdo (clean up das fases menos
polares), no caso da extracdo com etanol/agua 1:1, forneceu uma maior
seletividade nas particdes de ambos os processos orientados para obter
alcaloides ou fendis; além de aumentar (mais que o dobro) a quantidade de &cido
clorogénico extraida no segundo caso;

v A utilizacdo de TLC na rotina de analise fitoquimica dos extratos foi bastante
eficaz quanto ao indicativo de seus contetdos. Especificamente, o caso da U.
tomentosa corrobora a utilizacdo desta técnica como simples, rapida e eficiente
para aplicar em extratos vegetais;

v" Em conformidade com diversos estudos reportados na literatura, para a U.
tomentosa, a técnica de HPLC mostrou-se muito adequada, quando aplicada a
avaliacdo quantitativa dos conteldos quimicos dos extratos, mediante o uso de
substancias de referéncia comerciais ou certificadas;

v" A técnica de UPLC-MS permitiu validar a identidade dos marcadores quimicos
(mitrafilina, &cido clorogénico, campferitrina) como constituintes dos extratos
de U. tomentosa estudados. Pode-se citar entre suas vantagens, 0 pequeno
volume de amostra injetada e reduzida quantidade de fase movel usada durante a
andlise. Especificamente para o caso dos fendis, a utilizacdo desta técnica
permitiu reduzir em cerca de 3-4 vezes o tempo de analise;

v’ Todas as cinco amostras de U. tomentosa apresentaram alcaloides na
composicdo quimica das folhas, ainda que numa delas (UT-1) a quantidade de

mitrafilina tenha ficado abaixo do limite de detecdo do método utilizado;
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Quanto a prospecao de fendis, os extratos obtidos com metanol, apds particdo
acida, evidenciaram a presenca de &cido clorogénico em todas as amostras
analisadas. Quanto aos extratos obtidos com etanol/dgua 1:1, apenas duas
amostras (UT-1 e UT-4) revelaram a presenca de acido clorogénico, apés a etapa
adicional de clean up;

A leitura dos cromatogramas ao comprimento de onda de 320 nm mostrou-se
mais vantajosa para a quantificacdo do acido clorogénico nas amostras, do que a
leitura a 280 nm, pois resultou numa maior sensibilidade, menores valores de
LDD, LDQ, desvio padréo e coeficiente de variacdo; além de separacdo otima
do sinal referente ao acido clorogénico;

Trés amostras da fracdo sob particdo bésica apresentaram conteludos de
mitrafilina entre 0,88-2,15 mg/g de folhas secas, e cinco amostras da fracao sob
particio acida e uma amostra da fracdo sob particdo hidrometanodlica
apresentaram conteudos de &cido clorogénico entre 0,14-1,75 mg/g de folhas
secas. Para quantificacdo do conteudo fenolico e alcaloidico total das folhas
deveriam ser utilizadas outras técnicas quantitativas complementares;

Uma das amostras (UT-4) apresentou um alto teor do flavonoide campferitrina,
sugerindo que provavelmente ndo se trata de U. tomentosa, mas sim de alguma
espécie correlata. Esta amostra foi adquirida comercialmente em uma feira
popular no norte do Brasil (onde a ‘unha-de-gato’ ¢ nativa) sem, portanto, ter a
determinacéo botanica assegurada. Este resultado revela a importancia do estudo
realizado no contexto do controle de qualidade da matéria-prima vegetal com
fins medicinais;

O local de origem da planta e a época em que ela foi colhida sdo os fatores que
exercem uma grande influéncia na producédo de alcaloides e fendis nas amostras
estudadas;

O estudo realizado contribui com uma primeira abordagem para o controle
quimico de qualidade das folhas de U. tomentosa, prevendo-se que este
substrato, ao exemplo das cascas, também venha a ser utilizado para fins
medicinais. E pertinente mencionar que, dado o grande interesse comercial, esta
espéecie tem enfrentado uma exploracdo extrativa exaustiva, ameagando a sua
propria subsisténcia como planta nativa. A caracterizagcdo quimica das folhas

(substrato renovavel) de U. tomentosa em termos do contetdo de POA e de
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fenois, também podera acarretar beneficios para as populacbes locais que
procuram gradualmente substituir a utilizacdo das cascas com fim medicinal,

v" O estabelecimento de um perfil quimico para as folhas, as tornaria atraentes do
ponto de vista comercial, devido ao grande interesse nessa espécie. Assim, €
fundamental o desenvolvimento de métodos analiticos que possam monitorizar a
qualidade do material vegetal e dos fitoterapicos derivados;

v" Por ultimo, mas ndo menos importante, salienta-se que este foi o primeiro estudo
sobre compostos fendlicos das folhas de U. tomentosa, e como uma perspetiva
futura, novas investigacGes devem avancar tanto na questdo de quantificar os
fendis totais, como no isolamento e identificacdo dos constituintes dessa classe

quimica nas folhas de U. tomentosa.
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