Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
Recebido em 14/08/05. Aceito em 04/04/06 16(2): 216-223, Abr./Jun. 2006

Desenvolvimento e aplicacdo de metodologia por cromatografia
em camada delgada para determinacao do perfil de alcaloides
oxindodlicos pentaciclicos nas espécies sul-americanas do género
Uncaria
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RESUMO: O género Uncaria (Rubiaceae) é representado na América do Sul e Central por duas
espécies: U. tomentosa (Willd.) DC. e U. guianensis (Aubl.) Gmel., conhecidas popularmente
como unha-de-gato. Ambas sdo trepadeiras perenes, sendo empregadas na prevengdo e cura de
varias doengas. Nessas plantas sdo encontrados alcaldides oxindolicos e inddlicos, triterpenos
glicosilados, taninos e flavondides. Seis alcaldides oxindodlicos pentaciclicos, considerados seus
marcadores: especiofilina, mitrafilina, uncarina F, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina, sdo
usados na padronizacdo do material vegetal e fitoterapicos derivados. O presente trabalho descreve o
desenvolvimento de metodologia analitica qualitativa utilizando cromatografia em camada delgada
(CCD) para determinagdo do perfil dos seis alcaldides oxinddlicos pentaciclicos marcadores das
espécies. O desenvolvimento do método incluiu a comparagao entre o uso do extrato metandlico
bruto, e de fragdes enriquecidas obtidas por particdo acido-base classica ou pelo uso de resina basica
Poliamida 6. Utilizou-se gel de silica como fase estacionaria, e variaram-se alguns parametros
como: eluentes, concentragdo da amostra, espaco de eluicdo e tipos de reveladores. O método
desenvolvido em CCD mostrou-se confiavel, reprodutivel e seletivo para os alcaldides alvos, sendo
aplicado na analise de amostras de folhas e caule das duas espécies e também de fitoterapicos
comerciais a base de U. tomentosa.

Unitermos: Uncaria tomentosa, Uncaria guianensis, Rubiaceae, alcaldides oxindolicos,
cromatografia em camada delgada.

ABSTRACT: “Development and application of a thin layer chromatographic method for
the determination of the pentacyclic oxindole alkaloid profile in South-American species
of the genus Uncaria”. The species Uncaria tomentosa (Willd.) DC. and U. guianensis Gmel.
(Rubiaceae), known as cat’s claw, are large woody vines occurring in the Amazon rain forest and
other tropical areas of South and Central America. It has been used medicinally by indigenous
peoples for at least 2,000 years for several diseases. Tetra- and pentacyclic oxindole alkaloids,
triterpenoid glycosides, sterols and flavonoids are found in these plants. Among these metabolites,
six pentacyclic oxindole alkaloids, speciophylline, mitraphylline, pteropodine, uncarine F,
isopteropodine and isomitraphylline, are considered to be the biochemical markers and are used
to standardize commercial herbal medicines. The present study describes the development of
an analytical methodology to determine the profile of these alkaloid markers through thin layer
chromatography (TLC). This development has also included a comparison among the use of the
crude methanol extract and fractions obtained through the classical acid-base partition or by using
the basic resin Polyamide 6. Silica gel was used as stationary phase with the variation of some
parameters such as solvent systems, sample concentration, distance of development and detection
method. The TLC method developed was shown to be reliable, reproducible and selective for the
target alkaloids. It has been applied to the analysis of leaves and stems from both species as well as
phytopharmaceutical derivatives based on U. tomentosa.

Keywords: Uncaria tomentosa, Uncaria guianensis, Rubiaceae, oxindole alkaloids, thin layer
chromatography.
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INTRODUCAO

O género Uncaria (Rubiaceae), tipico de regides
tropicais, ¢ representado na América do Sul e Central
por duas espécies (Ridscale, 1978): U. tomentosa
(Willd.) DC. e U. guianensis (Aubl.) Gmel., conhecidas
popularmente como unha-de-gato. Ambas sdo
trepadeiras perenes, raramente cultivadas, possuindo
diferencas anatdmicas que facilmente as distinguem
entre si (Vilches, 1997; Revilla, 2002). Possuem uma
longa historia de usos similares na medicina popular,
principalmente no tratamento do cancer, na cura de
feridas, alergias e artrites (Vilches, 1997; Revilla, 2002).
A espécie U. guianensis tem se sobressaido por sua
comprovada atividade antiinflamatoéria e antioxidante. J&
aespécie U. tomentosa, mais estudada, destaca-se por sua
atividade imunoestimulante, sendo também citotoxica,
antiinflamatoria e antioxidante (Heitzman et al., 2005).
Em funcdo de sua propriedade imunoestimulante,
U. tomentosa ¢ atualmente uma planta de alto valor
comercial no Brasil e no mundo. As cascas do caule ¢
as folhas da espécie sdo comercializadas in natura ou
como fitoterapicos na forma de cépsula ou comprimido:
partes da planta secas e moidas ou extrato etanolico
seco. Ambas as espécies contém, embora em proporgdes
diferentes, alcaldides oxindolicos, N-oxi-oxindodlicos e
indolicos, triterpenos glicosilados, taninos e flavonoides.
Testes farmacologicos in vitro e in vivo demonstraram
que os alcaldides oxindolicos pentaciclicos presentes
em U. tomentosa (Figura 1) eram os principais
responsaveis por sua propriedade imunoestimulante
(Heitzman et al., 2005) e atualmente, eles sao usados
para aferir a qualidade da espécie. A concentragdo desses
alcaldides pode variar nas diferentes partes da planta e
sazonalmente (Laus et al., 1997). E possivel encontrar
também um quimiotipo que contém preferencialmente
alcaldides oxindodlicos tetraciclicos (que ndo possuem

atividade imunoestimulante). Esses alcaldides podem
eventualmente co-ocorrer com os pentaciclicos (Laus
et al.,, 1997). Em U. guianensis, de um modo geral, a
concentragdo de alcaldides oxinddlicos é bem menor do
que em U. tomentosa (Laus; Keplinger, 2003).

Devido ao grande interesse comercial dessas
plantas, é fundamental o desenvolvimento de métodos
analiticos que possam monitorar a qualidade do material
vegetal e dos fitoterapicos derivados. O presente trabalho
descreve o desenvolvimento e a aplicagdo de metodologia
de analise dos seis principais alcaldides oxinddlicos
pentaciclicos das espécies Uncaria tomentosa e U.
guianensis por cromatografia em camada delgada.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é
um método rapido, eficiente, de baixo custo e largamente
empregado em controle de qualidade de plantas
medicinais, tanto em matéria-prima vegetal quanto em
fitoterapicos derivados (Julido et al., 2003). Embora sejam
encontrados na literatura alguns métodos para analise por
CCD de alcaldides oxinddlicos em espécies do género
Uncaria (Philipson; Hemingway, 1975; Ginkel, 1996;
Wagner; Bladt, 1996; Keplinger et al., 2002; Glensk
et al., 2004) estes ou ndo s@o descritos com detalhes
e/ou os alcaldides oxinddlicos pentaciclicos ndo sdo
identificados. Em fun¢do da complexidade da composicdo
dos extratos alcoolicos brutos de ambas as espécies, que
incluem grande quantidade de taninos (complexantes
dos alcaldides), especialmente em amostras provenientes
de caule ou casca de caule, a maioria das analises dos
alcaldides presentes tem sido feita ou pelo pré-tratamento
com base (hidroxido de amoénio) do material vegetal
seguido de extragdo com solvente (Ginkel, 1996) e/ou pela
submissdo, apés extragdo, a metodologias que conduzem
a fragdes enriquecidas desses alcaldides (Ganzera et al.,
2001; Philipson; Hemingway, 1975; Wagner; Bladt, 1996).
No entanto nao ha até o momento a descrigdo detalhada de
uma metodologia para a determinagdo por CCD do perfil

4- Isomitrafilina

5- Pteropodina

6- Isopteropodina

Figura 1. Estrutura dos seis alcaldides oxinddlicos pentaciclicos considerados como marcadores

das espécies sul-americanas de Uncaria
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dos alcaldides oxindodlicos pentaciclicos nas espécies
U. tomentosa ¢ U. guianensis. No presente trabalho
foram analisadas algumas condi¢gdes cromatograficas
descritas na literatura, otimizando-se varios parametros
e introduzindo procedimentos, com o objetivo de
desenvolver um método simples e reprodutivel que
pudesse detectar com precisdo os alcaldides marcadores
presentes na(s) amostra(s) avaliada(s). Como parte do
desenvolvimento desta metodologia, foram comparados
os perfis cromatograficos em CCD dos alcaldides alvos
tanto pelo uso de extrato metanolico bruto quanto de
fragdes enriquecidas desses alcaldides obtidas pela
submissdo do extrato bruto a parti¢do acido-base classica
¢ a tratamento com resina basica Poliamida 6.

MATERIAL E METODOS
Desenvolvimento do método em CCD

No estabelecimento da metodologia por CCD
foi utilizada uma amostra de referéncia, ndo comercial,
constituida de uma fragdo enriquecida nos alcaldides
oxindoélicos marcadores das espécies, obtida por particdo
acido-base classica a partir do extrato etandlico das
cascas do caule de U. fomentosa previamente secas
e moidas, coletadas em Cruzeiro do Sul, Acre (dados
sobre identificagdo e exsicata em Miranda et al., 2003)
e fornecidas pela empresa Biosapiens. Essa fracdo foi
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector de ultravioleta (UV) a 245
nm, com caracterizagdo dos alcaldides oxindolicos
pentaciclicos marcadores por seus tempos de retengdo
em condig¢oes descritas na literatura (Laus; Keplinger,
1994) ¢ por CLAE acoplada a detector por photodiode
array e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM)
com monitoramento do ion [M+1]" em m/z 369 ¢ analise
dos espectros de UV (Mazzei, 2004; Lopez-Avila et al.,
1997). Para obtencdo das substancias padrio, a fragdo foi
refluxada com éter metil #-butilico levando a precipitagdo,
aposresfriamento, de mitrafilina (2) que foi posteriormente
purificada por cristalizagdo nesse mesmo solvente. O
sobrenadante foi seco a pressdo reduzida e submetido
seqiiencialmente a cromatografia em coluna (CC) em gel
de silica com gradiente de solvente hexano-acetato de
etila-metanol e &8 CLAE em fase reversa para isolamento
de pteropodina (5) e isopteropodina (6) (Laus; Keplinger,
1994; Mazzei et al., 2002). As substancias puras foram
identificadas estruturalmente por espectrometria na
regido do infravermelho (IV), técnicas de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN 'H
e "C) (300MHz e 75MHz respectivamente, CDCI,, TMS
como padrdo interno) em uma e duas dimensoes e analise
dos espectros de UV ¢ EM em CLAE-DAD-EM e seus
dados comparados aqueles disponiveis na literatura (Seki
et al., 1993; Lopez-Avila et al., 1997). A determinacdo
da pureza foi feita por integracdo dos cromatogramas de
ions totais em CLAE-EM.

Mitrafilina (1): sélido branco cristalino; CLAE-
DAD-EM: A_ 244 nm, m/z 369 [M+1], t, 3,86 min
(pureza > 95%); RMN 'H: 1,11 (3H, d, J 6,6 Hz, H-18),
2,11 (2H, m, H-15 ¢ 20), 2,42 (1H, dd, J 2,6, 10,1 Hz,
H-3), 3,60 3H, s, CH,0), 4,37 (1H, qd, J 3,0, 6,6 Hz, H-
19), 7,43 (1H, s, H-17), 7,91 (1H, s, NH); RMN 3C: 15,1
(C-18), 50,9 (CH,0), 55,7 (C-7), 74,0 (C-19), 74,8 (C-3),
107,1 (C-16), 114,9 (C-12), 122,8 (C-10), 123,2 (C-9),
154,3 (C-17), 167,3 (C-22), 181,2 (C-2); IV (KBr) v
1622, 1705, 1725; 3269, 3412 cm’".

Pteropodina (5): solido branco cristalino;
CLAE-DAD-EM: A__ 247 nm, m/z 369 [M+1]", t, 4,82
min (pureza 99%); RMN 'H: 1,41 (3H, d,J 6,2 Hz, H-18),
1,58 (1H, m, H-20), 2,44 (1H, ddd, /4,4, 4,7, 11,5 Hz, H-
15), 3,60 (3H, s, CH,0), 4,56 (1H, qd, J 6,2, 10,6 Hz, H-
19), 7,49 (1H, s, H-17), 7,93 (1H, sl, NH); IV (KBr) v
1624, 1701, 3257 cm™.

Isopteropodina (6): solido branco cristalino;
CLAE-DAD-EM: 247 nm, m/z 369 [M+1]", t. 7,49 min
(pureza 100%); RMN 'H: 1,41 (3H, d, J 6,2 Hz, H-18),
1,59 (1H, m, H-20), 2,57 (1H, dd, J 2,8, 11,7 Hz, H-3),
3,60 (3H, s, CH,0), 4,35 (1H, qd, J 6,2, 10,8 Hz, H-19),
7,41 (1H, s, H-17), 8,80 (1H, s, NH); RMN *C: 18,8 (C-
18), 51,2 (OCH,), 71,4 (C-3), 124,7 (C-9), 127.8, 140,5
(C-13), 167,8 (C-22), 181,6 (C-2); IV (KBr) v 1633,
1679, 1700, 1719, 3247 cm™".

As analises em CCD foram desenvolvidas em
placas pré-elaboradas de gel de silica (cromatofolha
Merck, gel de silica 60 F,,,, 0,2 mm). As amostras foram
aplicadas manualmente, utilizando-se microseringa de 25
pL (Hamilton ref. 80465).

Varios parametros foram ensaiados: largura
da aplicacdo da amostra, espaco de eluicdo, tipos de
reveladores, concentracdo da amostra e sistemas de
fase movel. Como primeira etapa do processo, foram
testados quatro sistemas de solvente como fase movel,
dentre aqueles descritos na literatura (Keplinger et al.,
2002; Philipson; Hemingway, 1975) que aliavam o maior
potencial de separagdo dos alcaldides pentaciclicos em
questdo com a facilidade de manuseio: acetato de etila/
hexano (95:5), cloroférmio/acetona (5:4), cloroférmio/
metanol (95:5), acetato de etila/isopropanol/hidroxido
de amonio (16:3:1). Depois de escolhido o sistema de
eluente, testou-se a distancia 6tima de desenvolvimento.
Para tal, foram utilizadas placas cromatograficas com
11,5, 15 ¢ 20 cm de comprimento, com espago de corrida
de 10, 13,5 ¢ 18,5 cm respectivamente. Para o teste da
concentragdo minima de detecgdo, e conseqiientemente
da concentragdo ideal de analise, preparou-se uma solugéo
de 5 mg/mL da amostra de referéncia em metanol. Dessa
solugdo, foram aplicadas aliquotas de 6, 10, 16, 20, 26, 30
¢ 36 uL. Em seguida, a largura das bandas de aplicagdo da
amostra foi ensaiada com 0,5 e 1 cm. A visualizagdo das
manchas foi efetuada por exposicdo a luz UV a 254 nm
¢ a revelacdo, através de borrifamento com reagente de
Dragendorff/nitrito de sodio 10% (Wagner; Bladt, 1996).
As placas foram documentadas por fotografia digital.
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Identificacdo dos alcaldides na placa cromatografica

Osseisalcaldides marcadores foramidentificados
na placa cromatografica pela comparagdo dos R, das
manchas na amostra de referéncia com os R, de padrdes
isolados e identificados estruturalmente [mitrafilina (2),
pteropodina (5) e isopteropodina (6)], conforme descrito
anteriormente, ¢ por intermédio da comparagdo com a
ordem de eluigdo descrita por Keplinger et al. (2002).
Para os padrdes, foram aplicados 10 puL de uma solucdo
de 1 mg/mL.

Métodos de extracao de alcaldides

Para comparar os diferentes métodos de extragéo
de alcalodides utilizou-se a mesma partida de cascas de
caule de U. tomentosa, coletada em Cruzeiro do Sul,
Acre, utilizada na obtengdo da amostra de referéncia e
no isolamento das substancias padrdo. Os extratos foram
preparados segundo metodologia otimizada por Ganzera
et al. (2001), onde 750 mg do material vegetal seco
e moido foram extraidos com 2,5 mL de metanol com
sonica¢do por 10 min seguido de centrifugacdo por 5
min. O processo foi repetido 4 vezes e os sobrenadantes
reunidos. No tratamento com resina basica (Ganzera
et al.,, 2001) os sobrenadantes foram transferidos para
baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado
com metanol. Em seguida foi retirada uma aliquota de
3 mL e adicionado a esta 300 mg de resina Nylon 6
Radilon S natural (Radici Plastics Ltda.) (Poliamida 6)
de granulometria 53-125 pm e a mistura mantida sob
agitacdo magnética por 15 min. O sobrenadante foi entdo
seco a pressdo reduzida e pesado. Na parti¢do acido-
base, os sobrenadantes resultantes da extragdo depois de
reunidos foram secos a pressdo reduzida e pesados. O
extrato seco foi tratado com solugdo de acido cloridrico
0,1N em uma relagdo 0,15 mL/mg. A mistura foi colocada

no banho de ultra-som por 5 min e em seguida extraida
com acetato de etila, sendo o volume de acetato de etila
utilizado igual ao do acido cloridrico (3 vezes). A fracdo
aquosa foi alcalinizada com hidroxido de amonio até pH
9-10 e extraida com o mesmo volume de acetato de etila
(4 vezes), gerando uma frag@o orgéanica enriquecida em
alcaloides. A fragdo foi seca com sulfato de sddio anidro,
filtrada, evaporada a pressdo reduzida e pesada. As
amostras foram aplicadas nas placas em duplicata.

Aplicacido da metodologia desenvolvida

O método desenvolvido foi aplicado na
analise de amostras de folhas e cascas de caule de U.
guianensis, coletadas em Juruema, Mato Grosso e doadas
pela O.N.G. Pro-Natura (a planta foi identificada pelo
botanico Pierro Delprete do New York Botanic Garden
e uma exsicata esta depositada no Herbario Central
da Universidade Federal de Mato Grosso, com o n°
24.715), e em amostras de folhas e cascas de caule de
U. tomentosa, coletadas no Acre ¢ doadas pela Embrapa-
Acre (dados sobre identificago e exsicata em Miranda et
al., 2003). O método foi aplicado também na analise de
quatro fitoterapicos a base de U. tomentosa de diferentes
fornecedores, aleatoriamente adquiridos no comércio
local. A descri¢@o dos fitoterapicos analisados ¢ de seus
respectivos procedimentos de extragdo encontra-se no
Quadro 1. As amostras foram aplicadas nas placas em
duplicata.

RESULTADOS

A largura de aplicagdo de 1 cm proporcionou
uma melhor resolu¢do das bandas dos alcaldides em
relacdo a de 0,5 cm. A distancia de desenvolvimento de
10 cm foi a escolhida por proporcionar uma separagao
satisfatoria dos alcaldides, conjugado a praticidade e
menor custo. Os perfis obtidos para os seis alcaldides

Quadro 1. Descric¢ao dos fitoterapicos a base de Uncaria tomentosa analisados e de seus respectivos procedimentos de extragao

Fitoterapico Forma farmacéutica Composicio e parte da planta Procedimento de extracdo**
utilizada*
casca em po abertura manual da capsula e
A capsula gelatinosa dura (410 mg/capsula) extracdo de seu conteudo (747
mg/10 mL)
Parte da planta ndo informada e trituracdo do comprimido seguida
B comprimido excipientes (190 mg de de extracdo
planta/comprimido) (1621 mg/10 mL)
extrato seco do cortex da raiz e trituragdo do comprimido seguida
C comprimido excipientes (100 mg de de extragdo
extrato/comprimido) (638 mg/10 mL)
folha em pd abertura manual da capsula e
D capsula gelatinosa dura (330 mg/capsula) extragdio de seu conteudo
(754 mg/10 mL)

*conforme informado pelo fabricante; **todas as extragdes foram feitas com MeOH.

219

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
16(2):abr/jun. 2006




Desenvolvimento e aplicagdo de metodologia por cromatografia em camada delgada para determinagéo do perfil de alcaldides oxindolicos

1:CHCI,/MeOH 95:5; 2:Hexano/AcOEt 5:95; 3:AcOEt/iPrOH/
NH,OH (16:3:1); 4:CHCl,/Acetona 5:4. Fase estacionaria: gel
de silica; visualizagdo: UV, 254 nm; dist. desenvolvimento: 10
cm; conc. amostra de referéncia: 5 mg/mL; vol. aplicado: 10
uL.

Figura 2. Perfil dos alcaldides oxinddlicos da amostra de
referéncia nos quatro sistemas de fase movel testados.

MP: Mistura de Padrdes; AR: Amostra de Referéncia. Fase
movel: Hexano/AcOEt 5:95; fase estacionaria: gel de silica;
dist. desenvolvimento: 10 ¢cm; conc. amostra de referéncia: 5
mg/mL; conc. padrdes: 1 mg/mL; vol. aplicado: 10 pL.

Figura 4. Revelagdo da amostra de referéncia por borrifamento
com reagente de Dragendorft/nitrito de soédio 10%.

1-Especiofilina, 2-Mitrafilina, 3-Uncarina F, 4-Isomitrafilina,
5-Pteropodina, 6-Isopteropodina. Fase mével: Hexano/AcOEt
5:95; fase estacionaria: gel de silica; visualizagdo: UV, 254 nm;
dist. desenvolvimento: 10 cm; conc. amostra de referéncia: 5 mg/
mL; conc. padrdes: 1 mg/mL; vol. aplicado: 10 uL.

Figura 3. Identificagdo dos alcaldides oxinddlicos presentes na
amostra de referéncia.

EM: Extrato MeOH bruto; RB: Extrato MeOH tratado com resina
basica Poliamida 6; AR: Amostra de Referéncia; PAB: Extrato
MeOH submetido a parti¢do acido-base. Fase movel: Hexano/
AcOEt 5:95; fase estacionaria: gel de silica; visualizagdo: UV, 254
nm; dist. desenvolvimento: 10 cm; conc. amostra de referéncia e
de PAB: 5 mg/mL; conc. extratos: 50 mg/mL; vol. aplicado: 10
uL.

Figura 5. Comparagdo entre os perfis de alcaldides de uma
amostra de U. fomentosa em relagdo a diferentes métodos de
extragdo.
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Tabela 1. Faixa de valores de R, dos alcaléides oxindo6licos marcadores

Alcaldide

Faixa de valores de R¢*

Especiofilina (1)
Mitrafilina (2)
Uncarina F (3)
Isomitrafilina (4)
Pteropodina (5)
Isopteropodina (6)

0,05-0,06
0,15-0,16
0,34-0,40
0,44-0,49
0,47-0,53
0,53-0,60

*valores determinados a partir do cromatograma da amostra de referéncia (AR) nas diversas placas cromatograficas apresentadas.
Fase movel: Hexano/AcOEt 5:95; fase estacionaria: gel de silica; dist. desenvolvimento: 10 cm.

nos quatro sistemas de eluentes testados, utilizando-
se uma largura de aplicagdo de amostra e distancia de
desenvolvimento respectivamente de 1 ¢ 10 cm (placa
cromatografica de 11,5 cm), sdo mostrados na Figura 2. O
sistema de fase movel escolhido foi o que utiliza acetato
de etila’hexano 95:5 por apresentar melhor separagdo dos
alcaldides alvos. A concentragdo otima de analise para
essa fracdo enriquecida foi a que utilizou uma aliquota de
10 uL da solugdo estoque de 5 mg/mL. Esta foi a menor
concentragdo que permitiu a visualizagdo de todos os
alcaldides presentes, levando-se em conta a variagdo das
concentragdes dos mesmos, com substancias amplamente
majoritarias e outras ausentes, ou em concentragdo muito
baixa.

A identifica¢do dos seis alcaldides marcadores
na placa cromatografica ¢ mostrada na Figura 3. A

visualizagdo sob lampada de UV a 254 nm (Figuras 2 ¢ 3)
mostrou-se mais pratica que a revelagdo por borrifamento
com reagente de Dragendorff/nitrito de sédio 10%, que
apresentou manchas amarelo-amarronzadas instaveis
(Figura 3) (em todas as figuras a seguir as placas
cromatograficas mostram a visualizagdo por irradia¢do
em UV a 254 nm).

A comparacdo entre os perfis de alcaldides
obtidos pelo uso do extrato metanolico bruto e fragdes
enriquecidas de alcaloides, oriundas do tratamento do
extrato com resina Poliamida 6 ¢ da parti¢do acido-base,
¢ mostrada na Figura 5.

As Figuras 6 e 7 mostram a aplicagdo da
metodologia desenvolvida na andlise de quatro
fitoterapicos comerciais a base de U. tomentosa de
diferentes fabricantes assim como na analise de amostras

A,B,C,D: ver Quadro 1; AR: Amostra de Referéncia. Fase movel: Hexano/AcOEt 5:95; fase
estacionaria: gel de silica; visualizagdo: UV, 254 nm; dist. desenvolvimento: 10 ¢cm; conc.
amostra de referéncia: 5 mg/mL; conc. amostras de fitoterapicos: 50 mg/mL; vol. aplicado:

10 uL.

Figura 6. Perfil dos alcaldides em amostras de fitoterapicos comerciais a base de U.

tomentosa.
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UGC UGF AR UTF UTGC

UGC e UGF: respectivamente caule e folha de U. guianensis;
UTC e UTF: respectivamente caule e folha de U. tomentosa;
AR: Amostra de Referéncia. Fase movel: Hexano/AcOEt 5:95;
fase estacionaria: gel de silica; visualizagdo: UV, 254 nm; dist.
desenvolvimento: 10 cm; conc. amostra de referéncia: 5 mg/
mL; conc. amostras: 50 mg/mL;

vol. aplicado: 10 pL.

Figura 7. Perfis dos alcal6ides em amostras de U. tomentosa e
U. guianensis

de folhas e cascas de caule das duas espécies.
A faixa dos valores de R para os alcaloides alvos
esta descrita na Tabela 1.

DISCUSSAO

As pequenas variagdes que ocorreram nos R, de
algumas substancias (Tabela 1) devem-se possivelmente
as oscilagdes na saturacdo da camara cromatografica.

A comparacdo dos cromatogramas obtidos
com os dois métodos de extracdo testados frente ao
cromatograma do extrato bruto (Figura 5), revela que a
melhor visualiza¢ao dos alcaldides foi alcangcada quando
se utilizou a fragdo enriquecida pela particdo acido-base
(PAB). J4 o cromatograma do extrato bruto revelou muitas
impurezas na base, dificultando, ou mesmo impedindo a
visualiza¢do dos alcaléides de menor R, [especiofilina (1)
e mitrafilina (2)]. Por outro lado, o tratamento do extrato
bruto com a resina basica Poliamida 6 (RB), cuja funcao
¢ a de reter os taninos, proporcionou uma visualizacao

muito satisfatoria dos alcaloides. Para se obter esses
resultados, foram utilizados, tanto para o extrato bruto
quanto para o semi-purificado por resina basica, 10 uL de
uma solugdo 50 mg/mL (500 pg aplicados) e para a fragdo
obtida por particdo acido-base as mesmas condigdes da
amostra de referéncia (50 pg aplicados). A concentragio
dez vezes maior para o extrato bruto e para o semi-
purificado baseou-se no rendimento aproximado de 10%
da fragdo enriquecida em alcaldides, obtida por partigdo
acido-base, em relagdo ao extrato bruto. Pode-se concluir
que todos os métodos de extragdo apresentam vantagens
e desvantagens, quer pelo custo, quer pelo grande nimero
de etapas ou pela menor eficiéncia de visualizagdo das
manchas dos alcaldides alvo, e que a escolha pode ser feita
em termos de niimero de amostras, recursos disponiveis
e objetivos da analise. O método de extra¢do com resina
foi o escolhido na analise dos fitoterapicos (Figura 6).
Nesse caso, aliam-se a praticidade da extragdo em fase
solida e o objetivo de se efetuar uma analise comparativa
mais detalhada entre os diversos fabricantes. Dessa forma
pode-se constatar que o fitoterapico B, ao contrario dos
outros, ndo contém os alcaldides alvos. Para as amostras
vegetais, a op¢do por aplicar o extrato bruto direto na
placa cromatografica (Figura 7), permitiu efetuar uma
triagem preliminar rapida da presenca e do perfil de
alcaldides nesse material, observando-se a auséncia € a
aparente menor quantidade dos alcaldides oxindolicos
pentaciclicos nas amostras de U. guianensis em relagéo as
de U. tomentosa. Como constatado pelas diversas placas
cromatograficas apresentadas, o0 método cromatografico
desenvolvido, independente da forma de extragdo dos
alcaldides, mostrou-se confiavel, reprodutivo e seletivo
para os alcaléides oxindolicos pentaciclicos marcadores
alvos, possibilitando uma analise qualitativa do perfil
desses alcaloides nas amostras analisadas. Os resultados
apresentados preenchem uma lacuna na literatura, e ao
mesmo tempo disponibilizam um instrumento alternativo
preciso e acessivel para o controle de qualidade de
produtos e drogas vegetais a partir de U. fomentosa ¢ U.
guianensis, ao validar a utilizagdo de uma amostra de
referéncia como suceddnea dos alcaldoides oxindolicos
pentaciclicos — marcadores quimicos de custo elevado
(Reif et al., 2004).
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