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RESUMO

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. é uma liana nativa da regiio Amazodnica
popularmente conhecida como “unha-de-gato”. Trés principais fracdes bioativas
reconhecidas estdo presentes em suas cascas, a saber: polifendis, derivados do dcido
quindvico e alcaldides oxinddlicos. Aos ultimos sdo atribuidas diversas atividades
bioldgicas, dentre as quais a antitumoral. No entanto, a elevada suscetibilidade dos
alcaldides oxinddlicos a isomerizacdo pode implicar em atividades bioldgicas
diferenciadas, dependendo do método de processamento da matéria-prima. Assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de isomerizacdo dos alcaldides
oxinddlicos nas etapas de extrac@o e de purificacdo, e sua influéncia sobre a atividade
citotéxica em linhagens de células tumorais de bexiga T24 e RT4. Para isso foi
desenvolvido e validado, de forma satisfatéria, um método analitico por CLAE-PDA,
que permitiu monitorar a isomerizacdo em diferentes processos extrativos, a saber,
maceracdo estdtica, maceracdo dindmica, turbo-extracdo, ultrassom e refluxo. A
isomerizacdo pdde ser evitada apenas com o emprego da maceracdo dindmica e
ultrassom. Além disso, a cinética de isomerizacdo dos alcaldides, induzida por
aquecimento sob refluxo, foi bem ajustada pelo modelo de Weibull de quatro
parametros. O processo de maceragdo dindmica pdde ser satisfatoriamente otimizado
permitindo a obtencdo de rendimentos méximos para as trés fracOes bioativas
mediante aplicacio de um desenho experimetal de Box-Behnken. Uma fracdo
purificada em alcaldides oxindodlicos foi obtida por fracionamento com resina de troca
i6nica, de modo a evitar a ocorréncia de isomerizacdo. Esta fragdo purificada
apresentou atividade citotéxica dose-dependente significativa sobre as linhagens de
células tumorais T24 e RT4. Contudo, o potencial citotéxico ndo foi alterado pela
isomerizacdo induzida pelo aquecimento sob refluxo, indicando um efeito sinérgico

dos alcaléides oxinddlicos ou uma relacdo estrutura-atividade bastante complexa.

Palavras chave: Uncaria tomentosa, alcaldéides oxinddlicos, cinética de isomerizagao,

otimizacao de extragdo, fracdo purificada, atividade citotoxica.






ABSTRACT
Isomerization of oxindole alkaloids from Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (cat’s claw)
induced by technological processing and its influence about cytotoxic activity

against T24 and RT4 human bladder cell lines.

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. is a vine from the Amazonian rainforest, commonly
known as “cat’s claw” or “ufia-de-gato”. Concerning its barks chemical composition is
worth mentioning the presence of polyphenols, quinovic acid glycosides, and oxindole
alkaloids to which several biological activities are ascribed, including antitumoral
activity. Nevertheless, these alkaloids are easily prone to isomerization, and that can
alter the biological activities of cat’s claw preparations. This work aimed to evaluate
the oxindole alkaloid isomerization in the extraction and purification steps, as well as
assess its effect on the cytotoxic activity against T24 and RT4 human bladder cell
lines. An HPLC-PDA method was satisfactorily developed and validated for that
intend. Five extraction process commonly used in phytomedicine preparation were
studied, namely, static maceration, dynamic maceration, turbo-extraction, ultrasound-
assisted extraction, and reflux. Both dynamic maceration and ultrasound-assisted
extraction avoided the alkaloid isomerization. Isomerization kinetics previously
induced by heating under reflux was well fitted by four-parameters Weibull model.
Optimal extraction conditions for obtaining the maximal yields of oxindole alkaloids,
polyphenols and quinovic acid glycosides by dynamic maceration extraction could be
established by applying a Box-Behnken design. The ion-exchange process was
developed to obtain an oxindole alkaloid purified fraction avoiding alkaloid
isomerization. This fraction showed a significant and dose-dependent cytotoxic
activity against T24 and RT4 human bladder cell lines. However, both isomerized and
non-isomerized alkaloid fractions present an equivalent cytotoxic activity, suggesting a
synergic effect among oxindole alkaloids or a rather complex structure-activity

relationship.

Keywords: Uncaria tomentosa, oxindole alkaloids, isomerization kinetics, extraction

optimization, purified fraction, cytotoxic activity.
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INTRODUCAO E
RELEVANCIA DO TEMA






O desenvolvimento de derivados vegetais, incluindo fitoterdpicos, envolve varias
etapas de processamento, que podem alterar tanto caracteristicas tecnolégicas, como a
composi¢cdo quimica de determinada fracdo bioativa. Em principio, essas
caracteristicas devem ser identificadas e controladas, visando preservar a constitui¢do
quimica original da matéria-prima vegetal. Contudo, técnicas de preparacdo oriundas
da tradicdo etnofarmacoldgica nem sempre obedecem a esse pressuposto e,
contrariamente, a esséncia da atividade biolégica de interesse depende das

transformacdes quimicas induzidas durante o processamento da matéria-prima.

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (Rubiaceae), popularmente conhecida como
unha-de-gato ou cat’s claw, é uma espécie amplamente distribuida na regidao
Amazoénica e outras regides tropicais da América do Sul e Central, onde desempenha
um importante papel socioecondmico (VALENTE, 2006). Relatos etnofarmacolégicos
descrevem o uso de decoctos das cascas no tratamento de tulceras géstricas, artrite
reumatodide, infec¢des bacterianas e virais, alergias, asma e, até mesmo, cancer
(REINHARD, 1999; HEITZMAN et al., 2005; VALENTE, 2006). Algumas dessas
atividades atribuidas a espécie foram posteriormente comprovadas por estudos
cientificos, sobretudo as atividades antiviral, anti-inflamatéria e antitumoral (AQUINO

et al, 1990; MUR et al, 2002; REIS et al., 2008; PILARSKI er al, 2010;
GURROLA-DIAZA et al., 2011).

Unha-de-gato, conjuntamente com outras 70 espécies, compde a Relacdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Entre outras
finalidades desta Relacdo consta a pesquisa de plantas medicinais e fitoterdpicos,
servindo como subsidio para a elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterdpicos (RENAFITO), propiciando a convergéncia de esforcos para o
desenvolvimento e producdo de fitoterdpicos eficazes e seguros (MACEDO; GEMAL,
2009).

Trés fracOes bioativas estdo presentes nas cascas de U. tomentosa, a saber,
polifendis, derivados triterpénicos e alcaldides. Aos alcaldides oxinddlicos

pentaciclicos sdo atribuidas as atividades bioldgicas mais relevantes da espécie.
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Contudo, as evidéncias acumuladas nos dultimos anos indicam que o perfil de
alcal6ides de unha-de-gato pode ser modificado por fatores tecnoldgicos atrelados a
producgdo de extratos secos e processos de purificagdo, por exemplo. Assim, PAVEI et
al. (2011) evidenciou a ocorréncia de isomerizacdo desses compostos associada a
secagem por aspersdo de extrato hidroetandlico obtido a partir das cascas de U.
tomentosa. Além disso, foram relatadas por BORRE (2010) alteracdes no perfil dos
alcaldides oxinddlicos apds processo de purificacdo por troca idnica. Nesse tocante,
passa a ser motivo de questionamento se as propriedades bioldgicas, farmacoldgicas e
etnofarmacoldgicas relatadas estdo, de fato, atreladas ao perfil de alcaldides
originalmente presente no farmacégeno, ou contrariamente, ao perfil de alcaldides
advindo de modifica¢des induzidas durante o processamento da matéria-prima vegetal.
O presente trabalho se insere exatamente nesse topico, visando esclarecer as
interconversdes entre os alcaldides oxinddlicos em virtude da ocorréncia de

isomerizacdo no decorrer do processamento tecnolégico das cascas de U. tomentosa.
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OBJETIVOS






Objetivo geral

Avaliar a isomerizacao dos alcaldides oxinddlicos de Uncaria tomentosa (Willd.)
DC. induzida por fatores tecnoldgicos nas etapas de extracdo e fracionamento, visando
obter uma fracdo purificada, bem como sua influéncia sobre a atividade citotéxica em

linhagens de células tumorais de bexiga T24 e RT4.
Objetivos especificos

1) Desenvolver e validar método analitico por CLAE-PDA para a quantificacdo dos

alcaldides oxindolicos;

i1) Avaliar a influéncia de diferentes processos de extragdo sobre a isomerizagao

dos alcaldides oxinddlicos;

ii1) Determinar a cinética de isomerizacdo dos alcaldides oxindélicos induzida por

aquecimento sob refluxo;

iv) Otimizar a extracdo de alcaldides oxinddlicos, polifendis e derivados

triterp€nicos via desenho experimental, de modo a evitar a isomerizacao;

v) Obter fracdo purificada em alcaldides oxinddlicos, mediante processo de
fracionamento, empregando resina de troca idnica, evitando a ocorréncia de

isomerizacao;

vi) Obter fracdes purificadas com diferentes perfis de alcaldides oxinddlicos

mediante isomerizagdo induzida por aquecimento sob refluxo;

vii) Avaliar in vitro a atividade citotoxica sobre linhagens de células tumorais de
bexiga T24 e RT4 das fra¢des purificadas e sua relacdo com os perfis de alcaldides

oxindolicos diferenciados pela isomerizagao.
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REFERENCIAL TEORICO






Aspectos agronomicos e botanicos

O género Uncaria (Rubiaceae) é composto por cerca de 35 espécies distribuidas,
em sua maioria, na Africa e Asia (LAUS, 2004; HEITZMAN et al., 2005), dentre as
quais se destaca Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Shultes) D.C.. Esta
possui uma distribuicdo geogréfica bastante ampla, podendo ser encontrada nas
florestas tropicais da América do Sul e Central (Peru, Colombia, Equador, Guiana,
Venezuela, Trinidad-Tobago, Suriname, Guatemala, Costa Rica, Panamé e Republica
Dominicana), ocupando o mesmo habitat de Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel., a
principal responsdvel por equivocos e adulteracdes botanicas envolvendo a matéria-
prima vegetal (QUINTELA; DE UGAZ, 2003; VALENTE, 2006). No Brasil, U.
tomentosa se distribui nos estados do Amapd, Amazonas, Para e, principalmente, do

Acre (POLLITO, 2004).

Em estado silvestre U. tomentosa se apresenta como uma liana de crescimento
vigoroso, com espinhos originados de pedunculos abortivos, utilizados para galgar a
copa das drvores de maior porte, sendo por isso popularmente conhecida como unha-

de-gato (Figura 1a) (POLLITO; TOMAZELLO, 2006).

Figura 1a. Exemplar adulto de Uncaria tomentosa (A) mostrando detalhes do caule
(B) e dos tomentos (C) (Imagens gentilmente cedidas pela Mestranda Evelyn Maribel
Condori Pefialoza).
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Aspectos fitoquimicos

O género Uncaria tem sido extensivamente estudado desde o inicio da década de
90, relatando-se a identificagdo de mais de 150 compostos, em sua maioria oriundos de
U. tomentosa, fato que demonstra a importancia da espécie em relacio a sua filogenia.
Esses compostos estdo distribuidos majoritariamente em trés classes distintas, a saber,
polifendis, derivados triterpénicos e alcaldides (LAUS, 2004; HEITZMAN et al.,
2005).

Polifenois

A fracdo polifendlica presente em U. fomentosa é composta basicamente por
dcidos fendlicos, mondmeros de flavondides, bem como por taninos de elevada massa
molecular, predominantemente condensados e derivados da epicatequina e catequina,
que podem perfazer até 20% da massa seca das cascas do caule (SANDOVAL et al.,
2000; GONCALVES et al., 2004; HEITZMAN et al., 2005).

Alguns polifendis foram propostos como marcadores quimicos de diferenciagdao
entre U. tomentosa e U. guianensis. Assim, a auséncia de rutina em cascas de U.
tomentosa foi sugerida como parametro de diferenciacdo, visto que esse flavondide
estaria presente apenas em U. guianensis (VAN GINKEL, 1996). Contudo, trabalhos
posteriores revelaram a presenca deste flavondide em U. fomentosa (GRIEBELER,
2006; PAVEI et al, 2010). Alternativamente, VALENTE et al. (2009) sugeriram a
canferitrina para diferenciar ambas espécies, considerando a sua presenga apenas em

folhas e cascas de U. guianensis.
Derivados triterpénicos

Os derivados triterpénicos predominantes em U. tomentosa sdo heterosideos
derivados do 4cido quindvico, ursélico e oleandlico, contendo uma ou duas cadeias de
actcar ligadas ao nucleo triterpénico (CERRI et al, 1988; AQUINO et al., 1990;
AQUINO et al.,1991; AQUINO et al, 1997). Outros heterosideos triterp€nicos

1solados das cascas de U. tomentosa sdo estritamente minoritarios, como os derivados
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do acido 19a-hidréxi-ursdlico e do acido piroquindvico (KITAJIMA et al., 2000;

KITAJIMA et al., 2003), até entdo ndo relatados para outras espécies vegetais.

Alcaloides

Aos alcaldides presentes em U. fomentosa é reservada maior atencdo e
importancia, devido a abundincia na espécie e, principalmente, as diversas e
pronunciadas atividades bioldgicas atribuidas a estes compostos (REINHARD, 1999;
LAUS, 2004; HEITZMAN et al., 2005).

Os primeiros relatos da presenga de alcaldides em U. fomentosa constam da
década de 70, com o isolamento em quantidades significativas de rincofilina e
isorrincofilina (HEMINGWAY; PHILLIPSON, 1974). Estudos posteriores indicaram
resultados discrepantes, gerando indicios de uma variabilidade representativa na
composicdo total de alcaldides (STUPPNER et al, 1992). Pela comparagdo da
distribui¢do dos alcaldéides em diferentes amostras de U. fomentosa, obtidas em
distintos estdgios de maturidade, épocas do ano, locais de coleta e distintas partes do
vegetal, pode-se confirmar a existéncia de uma elevada variabilidade em termos de

teor de alcaldides e distribui¢cdo dos mesmos (LAUS et al., 1997).

Os principais alcaldides de U. fomentosa consistem em compostos inddlicos e
seus derivados oxindodlicos, que por sua vez sdo subdivididos em dois grupos: os
tetraciclicos e os pentaciclicos (Tabela 1a). Ambos os grupos sdo formados por
diastereoisOmeros que, embora apresentem a mesma férmula molecular, apresentam

diferentes propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas (IUPAC, 1976; LIMA, 1997).
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Tabela 1a. Alcaldides inddlicos e oxinddlicos isolados

de Uncaria tomentosa

(HEMINGWAY; PHILLIPSON,1974; MONTENEGRO DE MATTA et al., 1976;
WAGNER et al., 1985).

Indodlicos

Pentaciclicos

Tetraciclicos

Oxindélicos

Pentaciclicos

Tetraciclicos

Configuragio : 5
Alcalside Alcaléide Alcal6ide Alcal6ide Configuraio
(Jungéo D/E) ()
38, 78, 158, 198,
Acuamigina Corinanteina Isomitrafilina 20R Corinoxeina 35, 7?\’1515115)" 20R
(trans)
. . 3S, 7R, 158, 198,
Angustina Dndrocorl{la.tema ¢ Mitrafilina 20R Isocorinoxeina 35, 7R’.1$S’ 20R
seus N-6xidos (vinil)
(tans)
Especiofili TS, L 195 38,78, 15S, 20R
. . . speciofilina 208 . - , 78, \
Angustolina Hirsuteina (Uncarina D) Isorrincofilina (etil)
(cis)
] . 3R, TR, 158, 195,
Isoajmalicina lesute/ln.a © Uncarina F 208 Rincofilina 35, 7R, 1.5S’ 20R
seus N-6xidos (etil)
(cis)
p g 3S, 7R, 158, 198,
. . teropodina 208
Tetraidroalstonina (Uncarina C)
(cis)
38, 78, 158, 198,
Isopteropodina 208
(Uncarina E)
(cis)

Baseados na composicdo relativa entre alcaldides oxindélidos tetraciclicos e

pentaciclicos, LAUS et al. (1997) constataram a ocorréncia de dois quimiotipos em U.

tomentosa, botanicamente indistinguiveis entre si. Ambos parecem exercer atividades

bioldgicas diferenciadas, ja que apenas o tipo oxinddlico pentaciclico demonstrou

atividade imunoldgica significativa, atuando de forma eficaz como imunoestimulante,
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enquanto o tipo oxinddlico tetraciclico mostrou ser ineficaz (KEPLINGER et al.,

1999).

Coube a LAUS e KEPLINGER (1994) o primeiro relato da isomerizacdo dos
alcaléides oxindolicos de U. fomentosa onde foi avaliado o comportamento da
pteropodina e seus isOmeros em solucdo metandlica, em funcdo do tempo de refluxo.
Estudos posteriores permitiram estabelecer a cinética e 0 mecanismo de isomerizacao
dos alcaldides oxinddlicos penta- e tetraciclicos, evidenciando uma cinética

dependente do tipo de solvente, pH e temperatura (LAUS et al., 1996; LAUS, 1998).

O mecanismo de isomerizacdo proposto para os alcaléides oxinddlicos envolve
reagdes do tipo retro-Manich, com a formacao de um zwitterion intermedidrio (Figura
1b). Este intermedidrio carregado pode ser estabilizado por solventes de elevada
polaridade, o que favorece a isomerizacdao ao diminuir a energia de ativagdo. Assim, a
velocidade de isomerizagdo € menor em solventes organicos se comparada a 4gua,
demonstrando uma boa correlacdo com a escala de polaridade de Dimroth-Reichardt.
Modifica¢des no pH revelaram que a velocidade de isomerizacdo é menor em meio
dcido do que em meio bdsico. A protonacdo de N-4 em meio 4cido dificulta a
formacdo do zwitterion intermedidrio ao formar uma ligacio de hidrogénio
intramolecular, envolvendo N-4 e a carbonila lactimica. Em virtude disso, o equilibrio
e a cinética da reacdo em pH 4cido sdo deslocados no sentido da formacio de
mitrafilina, pteropodina e especiofilina, que apresentam N-4 e carbonila da lactamica
em posicao syn, em detrimento das demais formas isoméricas. J4 a temperatura parece
exercer um efeito discreto sobre a velocidade de isomerizagdo, sendo que quanto
maior a temperatura maior a velocidade (LAUS et al, 1996; LAUS, 1998;
KEPLINGER et al., 1999; REINHARD, 1999).
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Figura 1b. Mecanismo de isomerizacdo dos alcaléides oxinddlicos (Adaptado de
LAUS et al., 1996).

No caso dos alcaléides oxinddlicos pentaciclicos, existem duas possibilidades
de isomerizacdo determinadas basicamente pela conformacdo da jun¢do dos anéis D/E.
A conformacdo em frans determina a ocorréncia de interconversdo entre mitrafilina e
isomitrafilina (Figura 1b). J4 para a conformacdo em cis existe a possibilidade de
interconvesdao entre quatro formas isoméricas distintas, a saber, pteropodina,
isopteropodina, especiofilina e uncarina F (Figura 1c) (LAUS et al., 1996). Com
relacdo aos alcaldides oxinddlicos tetraciclicos, a isomerizacdo € definida pelo
grupamento substituinte em C-19, onde a presencga da etila determina a interconversao
entre rincofilina e isorrincofilina. J4 a presenca de vinila em C-19 define a

interconversao entre corinoxeina e isocorinoxeina (LAUS, 1998).
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Figura 1c. Isomerizacdo dos alcaldides oxinddlicos pentaciclicos com jun¢do D/E em
cis (Adaptado de LAUS et al., 1996).

A grande variabilidade no perfil de alcaldéides oxinddlicos relatados para U.
tomentosa pode estar relacionada ndo s6 com fatores inerentes a procedéncia das
amostras analisadas, mas também com a isomerizacdo desses induzida pelo
processamento tecnoldgico (LAUS et al, 1997; REINHARD, 1999), quer seja de

extracdo da matéria-prima vegetal ou de purificacdo.

Refor¢cando esta hipétese, foi demonstrada a isomerizacdo dos alcaldides
oxinddlicos pentaciclicos induzida pela secagem por aspersdo, tendo sido constatada
as interconversdes entre mitrafilina-isomitrafilina e pteropodina-isopteropodina na
ordem de 14,9% e 12,2%, respectivamente (PAVEI et al, 2011). De forma
semelhante, BORRE (2010) constatou a possibilidade de isomerizacdo durante
processo de fracionamento por troca idnica, que foi associado ao cardter fortemente

basico dos liquidos de elui¢cdo empregados.
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Aspectos etnofarmacolégicos e farmacolégicos

Os relatos do uso pioneiro de decoctos e macerados das cascas e raizes de U.
tomentosa estdo associados a medicina indigena Ashdninka, da regido amazdnica
peruana, ainda que em periodo incerto. Especialmente nessa regido e na regido norte
do Brasil, preparados da espécie sdo administrados em casos de ulceras géstricas,
artrite reumatoide, infec¢Oes bacterianas e virais, alergias, asma e, até mesmo, cancer

(REINHARD, 1999; HEITZMAN et al., 2005; VALENTE, 2006).

Diversos estudos foram conduzidos a fim de investigar as atividades relatadas
para o uso desta espécie na medicina popular, maioria deles focados na fracdo
alcaloidica de U. tomentosa. Uma breve sinopse das atividades mais relevantes é
apresentada a seguir. Nesta € destacando a existéncia, em muitos casos, de lacunas nas
informacdes tecnoldgicas e quimicas, que impedem identificar tanto as substancias
responsdveis pelas atividades farmacoldgicas especificas, quanto o grau de

isomerizacdo dos alcaléides nas preparacdes avaliadas.

Atividade anti-inflamatoria

Experimentos in vifro relacionam a ac¢do anti-inflamatéria a prevencdo da
producdo dos fatores transcripcionais NF-kf e TNF-q, inibindo assim a transcri¢do de
genes associados a inflamacdo e promovendo morte celular pela via apoptética
(SANDOVAL-CHACON et al., 1998; SANDOVAL et al., 2000; AKESSON et al.,
2003a; ALLEN-HALL et al., 2007; ALLEN-HALL et al., 2010). Efeitos anti-
inflamatoérios semelhantes foram constatados, apds administracdo de extratos
hidroetandlicos e decoctos, pela reducdo de edema em pata de rato (AQUINO et al.,
1991; AGUILAR et al., 2002) e reducdo do dano celular em bronquios de ratos apds
inflamacdo pulmonar induzida por O; (CISNEROS et al., 2005). Em ensaio clinico
duplo-cego, randomizado, controlado por placebo, 20 mg de extrato enriquecido em
alcaldides oxinddlicos pentaciclicos, administrados por 52 semanas reduziram os

sintomas associados a artrite reumatéide (MUR et al., 2002; SETTY; SIGAL, 2005).
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Os derivados do 4cido quindvico e os alcaldides oxinddlicos pentaciclicos, ambos
presentes nos extratos brutos, apresentaram atividade anti-inflamatéria atribuida a um
efeito sinérgicos entre estes grupos quimicos (RIZZI et al., 1993; HEITZMAN et al.,
2005). Contudo, o efeito dos extratos de U. tomentosa sobre 0s processos
inflamatorios foi atribuido as propriedades antioxidantes dos polifendis, sem a
participacdo da fracdo de alcaldides oxinddlicos (SANDOVAL et al, 2000;
GONCALVEZ et al., 2005; PILARSKI et al., 2006; AMARAL et al, 2009;
KRISHNAIAH et al., 2011).

Atividade imunoestimulante

A atividade imunoestimulante da espécie foi primeiramente evidenciada in vitro
e in vivo pelo aumento da fagocitose em granuldcitos, induzida pelos alcaldides
oxinddlicos pentaciclicos (WAGNER et al, 1985). Posteriormente, foi observada a
estimulagcdo da secrecdo de citocinas (interleucina-1 e interleucina-6) em macréfagos
alveolares, de forma dose-dependente, apds incubagdo com extrato aquoso (LEMAIRE
et al., 1999). Um extrato acido de U. romentosa, rico em alcaldides, foi administrado
por cinco meses em pacientes portadores do HIV, causando um acréscimo
representativo nos niveis de linfécitos (KEPLINGER et al., 1999). Da mesma forma,
extratos e fragdes alcaloidicas isoladas de U. fomentosa aumentaram os fatores de
liberacdo de linfécitos, sugerindo o potencial emprego dessas fracdes na terapia
complementar em pacientes com alteragdes imunoldgicas graves (WAGNER et al,
1985; WRUM et al., 1998; WINKLER er al., 2004). O extrato hidroetandlico das
cascas e uma fracdo enriquecida em alcaldides oxinddlicos pentaciclicos de U.
tomentosa demonstraram atividade antiproliferativa contra o virus da dengue tipo 2 em
mondcitos humanos, sendo a fracdo enriquecida em alcaldides a mais eficaz (REIS et
al., 2008). Além disso, este extrato foi capaz de aumentar a polpa branca do baco e
timo, além de estimular a producdo in vivo de linfécitos T e B. Adicionalmente, foi
observado um perfil de citocinas compativel com uma resposta Th2 mediada, ndo
sendo verificado efeito imunotéxico nos animais tratados (DOMINGUES et al.,

2011b).
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Atividade antitumoral e antiproliferativa

O extrato de U. tomentosa apresentou uma atividade antitumoral apenas
moderada em linhagem de células humanas de neuroblastoma (N-2A), quando
comparado com outros 374 extratos vegetais de vdrias familias e géneros (MAZZIO;
SOLIMAN, 2009). Contrariamente, diversos extratos, fracdes enriquecidas e
alcaldides oxinddlicos pentaciclicos isolados de U. tomentosa apresentam elevado
potencial antitumoral, tanto in vitro quanto in vivo, caracterizado por uma pronunciada
atividade antiproliferativa, muitas vezes associada a atividade citotéxica. Ainda que as
informacdes quimicas e tecnoldgicas sejam frequentemente incompletas, cabe destacar
a abrangéncia dos modelos avaliados que incluem: linhagens de células leuc€micas
humanas (HL-60 e U-937) (STUPPNER et al., 1993); linhagens de células leucémicas
humanas (K-562 e HL-60) e linhagem celular humana de linfoma (Raji) (SHENG et
al., 1998); linhagens celulares humanas de melanoma (SK-MEL), carcinoma
epiderméide (KB), carcinoma ductal (BT-549) e carcinoma de ovdrio (SK-OV-3)
(MUHAMMAD et al., 2001); linhagem celular humana de carcinoma de mama
(MCFT7) (RIVA et al., 2001); linhagem de células leucémicas T linfoblasticas (CCRF-
CEM-C7H2) (BACHER et al., 2006); linhagens celulares humanas de osteossarcoma
(SAOS), carcinoma de mama (MCF7) e carcinoma cervical (HeLa) (DE MARINO et
al., 2006); linhagens celulares humanas de neuroblastoma (SKN-BE(2)) e glioma
(GANG) (GARCfA-PRADO et al., 2007); linhagem de células leucémicas humanas
(HL-60) (PILARSKI et al., 2007; CHENG et al., 2007); linhagem celular humana de
carcinoma medular de tiredide (MTC-SK) (RINNER et al., 2009); linhagens celulares
humanas de sarcoma de Ewing’s (MHH-ES-1) e carcinoma de mama (MT-3)
(GIMENEZ et al., 2010); linhagens celulares de gliomas de rato (C6) e humanos
(U138-MG) (PAVEI, 2010); linhagens celulares humanas de adenocarcinoma de c6lon
(HT-29), adenocarcinoma colorretal (SW707), carcinoma cervical (KB), carcinoma de
mama (MCF7), carcinoma de pulmdo de células ndo-pequenas (A549),
cistoadenocarcinoma ovariano (OAW-42), além de linhagens celulares de ratos, a
saber, carcinoma pulmonar de Lewis (LLC LL/2) e melanoma (B16) (PILARSKI et

al.,. 2010); modelo de carcinosarcoma Walker-256 (DREIFUSS et al, 2010);
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linhagens celulares humanas de carcinoma colorretal (HCT116); carcinoma colorretal

(SW480) e carcinoma cervical (HeLa) (GURROLA-DIAZA et al., 2011).

O mecanismo pelo qual ocorre a morte das células tumorais parece estar
relacionado com a via apoptética, induzida pela ativacdo de caspases (SHENG et al.,
1998; BACHER et al, 2005; DE MARINO et al, 2006; CHENG et al., 2007
RINNER et al., 2009). Contudo, pode existir um mecanismo alternativo de inducdo de
apoptose ligado a capacidade das preparacdes de U. fomentosa em inibir a ativagdo do
fator de transcricdo NF-kB, que depende do tipo celular e seu estado de ativacdo
(ALLEN-HALL et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que o extrato e uma fracao
enriquecida em alcaldides oxinddlicos pentaciclicos sdo capazes de inibir a via de
sinalizacdo Wnt, responsdvel pela ativacdo de genes que regulam a proliferacio e
diferenciacdo celular, sendo esta superativada em determinadas células tumorais, como
no caso do carcinoma colorretal (SW480) (GURROLA-DIAZA et al., 2011).

Além da capacidade antitumoral pronunciada atribuida a espécie, o extrato
hidroetandlico a 70% (v/v) das cascas, obtido por turbdlise, foi capaz de estimular em
modelo animal a proliferacdo de células progenitoras mieldides, demonstrando um
potencial benéfico no tratamento da neutropenia induzida por quiomioterapia
(FARIAS et al., 2011). No entanto, quando o mesmo extrato foi administrado em
pacientes com cancer colorretal, na dose de 300 mg/dia, ndo houve redugdo dos efeitos
adversos decorrentes da quimioterapia com S-fluorouracil/leucovorina associada a

oxaliplatina (FARIAS et al., 2012).

Outras atividades relevantes

O extrato hidroetandlico das cascas de U. tomentosa foi capaz de previnir a
progressdo do diabetes tipo 1 (imunomediada) em modelo animal atuando em
diferentes vias de sinalizagdo, sendo o efeito relacionado a capacidade
imunomoduladora do extrato (DOMINGUES et al., 2011a). Complementarmente, o

decocto das cascas foi capaz de inibir in vitro a a-amilase e a a-glicosidase, enzimas
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responsaveis pelo rdpido aumento da glicose circulante determinado pela hidrélise de
amido e maior absorcdo de glicose em nivel intestinal. Os autores sugerem o potencial
uso desse decocto como agente inibidor da digestdo de carboidratos, indicado na
reducdo da hiperglicemia pds-prandial em pacientes acometidos de diabetes tipo 2

(RANNILA et al., 2010).

Aspectos analiticos

O estudo pioneiro na caracterizacao analitica de metabdlitos oriundos de espécies
de Uncaria foi desenvolvido por PHILIPSON e HEMINGWAY (1975), que
analisaram a composicdo de alcaléides em 39 amostras empregando diferentes
técnicas, visando o estabelecimento de uma sistematizagdo quimica para o género

(PHILIPSON; HEMINGWAY, 1975).

A andlise por CCD dos constituintes da fragdo triterpénica presente em U.
tomentosa foi realizada concomitantemente aos estudos de isolamento dos mesmos
(AQUINO et al., 1991). O perfil por CCD de alcaldides e flavondides € relatado na
comparacdo da constituicdo quimica das cascas de U. tomentosa e U. guianensis
(VAN GINKEL, 1996). Complementarmente, foi proposto método de andlise por
CCD dos alcaléides oxind6licos pentaciclicos em cascas e folhas de U. tomentosa e U.
guianensis, sendo avaliados os seguintes parametros: largura da banda, volume da
aplicacio da amostra, distdncia de desenvolvimento, tipos de reveladores,

concentracdo da amostra e diferentes sistemas de eluicio (VALENTE et al., 2006).

No que tange as técnicas quantitativas (Tabela 1b), STUPPNER et al. (1992a)
relataram de modo pioneiro a separacdo por CLAE-UV dos alcaldides oxindodlicos
pentaciclicos. Contudo a temperatura de andlise (15 °C) compromete a reprodutilidade
do método. Alternativamente, os mesmos autores propuseram um método por
eletroforese capilar, que propiciou adequada resolucdo e quantificacdo dos alcaléides
oxindodlicos pentaciclicos (STUPPNER et al, 1992b). Posteriormente, LAUS e
KEPLINGER (1994) desenvolveram método via CLAE-UV isocritico para a
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quantificacdo dos alcaldides oxindodlicos pentaciclicos, contudo, a complexidade da
fase movel e novamente a temperatura de andlise (12 °C) dificultavam a
reprodutibilidade do método. Posteriormente, GANZERA et al. (2001); GRIEBELER
(2006); PAVEI et al. (2011) propuseram técnicas alternativas por CLAE-UV, aliando
simplicidade e maior eficiéncia de separacdo, enquanto que MONTORO et al. (2004)
relataram a caracterizagdo e identificagdo dos principais alcaldéides mediante CLAE-
EM. Em todos esses casos, contudo se observam restricdes enquanto a resolucdo dos
picos correspondes a isomitrafilina e pteropodina, que tendem a co-eluir nos diferentes
sistemas propostos e que apresentam espectros UV sobreponiveis. Neste sentido,
BERTOL et al. (2012) propuseram uma técnica por CLAE-PDA que permite a
adequada resolugdo entre isomitrafilina e pteropodina, assim como a quantificacio
concomitante dos alcaldides oxinddlicos tetraciciclos rincofilina e isorrincofilina.
Contudo, a temperatura de andlise de 15 °C ainda parece ser um empecilho para a

reprodutibilidade da técnica.

Diferentemente dos alcaldides oxinddlicos de U. tomentosa, hd poucos métodos
analiticos para a quantificacdo de polifendis e derivados triterpénicos da espécie.
Nesse contexto, cabe destacar o desenvolvimento e valida¢do de métodos por CLAE-
PDA destinados a quantificacdo desses em extratos hidroetandlicos das cascas de
unha-de-gato (PAVEI et al.,, 2010; PAVEI et al., 2012). Pela anélise dos polifendis, foi
possivel observar a presenca de cinco picos majoritarios, dos quais trés foram
identificados como &cido clorogénico, dcido caféico e rutina, mediante comparagdao
com substancias de referéncia, sendo suas concentracdes de 0,38; 0,02 e 0,40 g por
100 g de extrato liofilizado, respectivamente (PAVEI et al., 2010). Por sua vez, a
andlise por UPLC/Q-TOF-MS da fracdo de triterpenos revelou a presenca de sete picos
com comportamento espectral caracteristico de derivados do 4cido quindvico (mz 487
— 469), em sua maioria monoglicosilados e diglicosilados. A concentragcdo total de

derivados triterpénicos expressa em o-hederina foi de 0,31 g por 100 g de matéria-

prima vegetal (PAVEI et al, 2012).
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Tabela 1b. Condicdes cromatogrificas empregadas na andlise de metabdlitos

secunddrios relevantes em Uncaria tomentosa (Adaptado de PAVEI, 2010).

Parte vegetal Coluna < ~ A
Eets Fase Movel Deteccao Referéncia
(Grupo quimico) (Temperatura)
Raizes Lichrospher CH-18 ?HE?HZ%HQE%(;?%?;S uv STTUPNER et al.
(alcal6ides %) (15 °C) o8 av(; VI;. aradionts (245 nm) (1992b)
Cascas de raizes e . CH;CN:éter: tampdo
LichroCART RP-18 ’ uv LAUS;
tronco (12 °C) fosfato pH 7,7 (34:1:65 (254 nm) KEPLINGER (1994)
(alcaléides ) v/v); isocrético
Tampao fosfato pH
Cascas do caule Luna RP-18 (23 7.0:CHiCN (65:35 viv); uv GANZERA (2001)
(alcaldides * ) C) gradiente (245 nm)
Cascas e folhas Lichrsorb RP-18 e ) ) -
(alcal6ides® e derivados Symmetry RP-18 Sii?tl(;l'CHI?SN' ;Z?;gig EM MONg())ORAS et al.
triterpénicos) (23 °C) pHo.Us gt
Cascas do caule e . Tampao fosfato pH
extrato seco (alcaldides L‘Chr‘z;%hféfp'l 8 7,0:CH;CN (60:40 v/v); @ 4[§Y1m) GRIEBELER (2006)
D) isocratico
Cascas do caule e raizes Gemini RP-18 (me;fiil(;'%llz(i)'(gévgi 0.1: uv PAVEI et al.
(polifenis) (23°C) Vo). gradionte (325 nm) (2010)
Cascas do caule e . Tampao fosfato pH
extratos secos Gerr(l;r;l Og;) -18 7,0:(CH;CN:tampao fosfato @ 4g\rllm) PA(\;]SII f; al.
(alcal6ides *) pH 7; 95:5; v/v); gradiente
Zorbax XDB Tampao acetato de amonio BERTOL et al.
Cascas do caule 35 mM (pH 6,9): CHiCN; uv
(alcaloides *°) (15 °C) gradiente (245 nm) (2012)
C d le e fraci Acido férmico
aseas ‘?ga‘(l dee. rifao Sinergy Fusion RP- 0,1%:(CH;CN:4cido uv PAVEI et al.
ennquecida tdervados g (35°C)  foérmico 0,1%; 90:10, v/v); (205 nm) (2012)

triterpénicos)

gradiente

. P L qe b . P , 4.
*oxinddlicos pentaciclicos; “oxind6licos tetraciclicos

Aspectos tecnoldgicos

Embora U.

tomentosa seja extensivamente estudada quanto aos aspectos

quimicos e bioldgicos, contraditoriamente se constata uma evidente escassez de

trabalhos abordando a obtengcdo de derivados tecnicamente elaborados a partir da

matéria-prima vegetal. Os produtos disponiveis no mercado sio predominantemente
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extratos padronizados que diferem quanto ao modo de preparacdo e liquido extrator

(Tabela 1c¢).

Tabela 1c. Produtos disponiveis no mercado derivados de Uncaria tomentosa
(Adapatado de VALENTE, 2006).

Nome Descricao Fabricante
Extrato padronizado em alcaldides oxinddlicos pentaciclicos obtido Immodal Phamaka
Krallendorn ® por tratamento das cascas com HCI seguido de extrag@o (contém 1,3- GmbH
1,75% de alcaléides totais sendo 97% destes pentaciclicos) (Volders, Austria)

Extrato etandlico padronizado das cascas (contém mais de 1,3% de Immodal Phamaka

Savantaro ® alcal6ides oxindodlicos pentaciclicos) GmbH
P (Volders, Austria)
Extrato aquoso liofilizado obtido por aquecimento das cascas a 90-

C-MED-100 © 100 °C por 24 h e livre de substdncias de alta massa molecular CampMed Inc.
(MM>1000) (contém aproximadamente 0,05% de alcaldides e mais (Nova Iorque, EUA)
de 8% de ésteres carboxi-alquilicos)

Laboratério
Vilcacora ™ Extrato aquoso das cascas seco por aspersio Induquimica SA
(Lima, Peru)

Provavelmene, o extrato padronizado mais empregado em modelos
experimentais, tanto in vitro quanto in vivo, é comercializado como C-MED 100®
(PERO, 2000). O extrato, obtido por decoc¢do, € dializado por membranas de celulose
a fim de remover as substdncias com massa molecular acima de 10 kDa. O permeado,
com baixo teor de alcaldides, flavondides e taninos, € seco por nebulizacdo utilizando
maltodextrina como adjuvante, e padronizado em 8% de ésteres alquilcarboxilicos. A
este produto sdo atribuidas atividades imunoestimulante, anti-inflamatdria, reparadora
de DNA e antitumoral (SHENG et al, 1998; SHENG et al., 2000; PERO, 2002;
AKESSON et al., 2003a; AKESSON et al., 2003b; MAMMONE et al., 2006). O 4cido
quinico parece ser um dos componentes ativos presentes no C-MED 100®° (AKESSON

et al., 2005).

No Brasil, o laboratério Herbarium protocolou junto a ANVISA o registro do
Imunomax®, fitoterdpico na forma de creme-gel a base de U. tomentosa e indicado

para o tratamento do Herpes simplex. Este produto contém extrato hidroetandlico a
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40% (v/v) das cascas e a sua atividade € relacionada as acdoes imunomodulatdria e anti-

inflamatéria da espécie (TRENTINI; TRENTINI, 2006).

A obtencdo de fracdes biologicamente ativas e enriquecidas em alcaldides
oxindodlicos pentaciclicos, a partir de raizes de U. tomentosa e empregando-se
processos de extracdo dcido-base e fluido supercritico, foi pioneiramente realizada por
KEPLINGER (1989) e depositada na forma de patente, sendo comprovada a atividade
imunoestimulante das fracoes. J& CASTILLO et al. (2005) obtiveram fracdo de
derivados fendlicos altamente soliveis em dgua a partir das cascas de U. tomentosa,
mediante fracionamento por adsorcdo em fase sdlida e CLAE em coluna preparativa.
Esta fracdo, denominada PTI-777, demonstrou importantes efeitos centrais, sendo
capaz de dissociar in vitro as fibrilas PB-amildides, envolvidas em uma série de

processos degenerativos, incluindo o mal de Alzheimer.

Fracdes enriquecidas em alcaldides oxinddlicos pentaciclicos, polifendis e
derivados triterpénicos foram obtidas com rendimentos satisfatorios a partir do extrato
hidroetandlico das cascas, mediante fracionamento em fase polimérica sdlida,
empregando resina hidrofébica macroporosa (Diaion® HP-20) e solugdes de
metanol:dgua em gradiente de polaridade decrescente. As fragdes polifendlica e
alcaloidica apresentaram atividade antiproliferativa seletiva sobre linhagens de
gliomas de ratos (C6) e humanos (U138-MG), sem exercerem dano celular em
culturas organotipicas (PAVEI, 2010). Alternativamente, fracdes enriquecidas em
alcaldides oxindodlicos pentaciclicos e derivados triterpénicos foram obtidas mediante
processo sequencial de separacdo empregando resina aniOnica (Dowex Marathon®

MSC) e resina macroporosa adsorvente (Diaion® HP-20) (BORRE, 2010).
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Capitulo 1. Avaliacio da influéncia de diferentes processos extrativos sobre a
isomerizacdo dos alcaldides oxinddlicos de Uncaria tomentosa e determinacdo da

cinética de isomerizacdo induzida por aquecimento sob refluxo







Introducao

Diversos processos extrativos sdo aplicados as cascas de U. tomentosa Neste
sentido os relatos etnofarmacolégicos apontam para o uso de decoctos e infusos com
propor¢des varidveis de planta e tempos de extracdo que variam de 45 a 60 minutos

(REINHARD, 1999; KEPLINGER et al., 1999).

Sabidamente, os alcaldéides oxinddlicos sdo propensos a isomerizacdo, que &
dependente da polaridade do solvente e pH do meio, além de ser favorecida pelo
aquecimento (LAUS et al., 1996; LAUS, 1998). Contudo, ndo sdo conhecidos estudos
que vinculem sua isomerizacdo a processos extrativos usuais ou que mimetizem a

técnica de preparacdo segundo a tradi¢do etnofarmacoldgica.

Considerando, portanto, a elevada suscetibilidade dos alcaléides oxinddlicos a
isomerizacdo e a abordagem incipiente disponivel na literatura sobre este topico, este
capitulo foi destinado a avaliagdo da isomerizagdo em cinco processos extrativos
comumente empregados, a saber, maceracdo estatica, maceracdo dinamica, ultrassom,
tubo-extracdo e refluxo. De forma complementar, foi avaliada a cinética de
isomerizacdo induzida por aquecimento sob refluxo, que pdde ser caracterizada e
adequadamente ajustada a modelos ndo lineares como MMF (Morgan-Mercer-Flodin)

e Weibull de quatro parametros.

Este capitulo € apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicacdo

no peridédico Phytochemistry.
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Artigo 1. Cat’s claw oxindole alkaloid isomerization induced by common

extraction methods

A ser submetido ao periodico Phytochemistry







Abstract

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (Rubiaceae) is a climbing vine widely found in South
American rainforest. The tetracyclic (TOA) and pentacyclic (POA) oxindole alkaloids
are the foremost bioactive compounds isolated from its barks. Nonetheless, its main
TOA and POA alkaloids, namely, rhyncophylline and isorhyncophylline, as well
mitraphylline, isomitraphylline, speciophylline, uncarine F, pteropodine and
isopteropodine, respectively, are prone to isomerization. Thus, changes on biological
activities assigned to alkaloids can be expected after isomerization. In this work, the
isomerization of cat’s claw alkaloids in five commonly used extraction processes was
evaluated, specifically, static maceration (SM), dynamic maceration (DM), turbo-
extraction (TE), ultrasound-assisted extraction (UAE), and reflux (RE) by HPLC-
PDA. Likely, heat associated to RE (85 °C) was accountable to the highest alkaloid
isomerization ratio, followed by TE (70 °C). Also long-term extraction can elicit
significant isomerization, as observed in SM. On the other hand, no significant
isomerization was noticed in DM and UAE, which oxindole alkaloid profiles were
comparable. Regarding mitraphylline and isomitraphylline interconversion after
heating under reflux of DM, the isomerization rate coefficients (k;, and k,;) were
respectively 0.0514 and 0.0312 %/min. These values differed from those achieved
using aqueous solutions of both isolated alkaloids, namely, 0.0463 and 0.0232 %/min.
Similarly, equilibrium constants (K) of both isolated mitraphylline and
isomitraphylline were unlike after and before refluxing, specifically, 0.348 and 1.152,
and 0.486 and 2.086. The isomerization curves of mitraphylline, isomitraphylline,
rhyncophylline, isorhyncophylline, speciophylline, uncarine F, pteropodine, and
isopteropodine could be fitted satisfactorily through the four-parameters Weibull
model (R* > 0.999). In summary, the results showed a noteworthy divergence between
kinetic data from refluxed extract and isolated compounds. Most likely, it can be
related to the presence of other constituents of extract, like polyphenols and quinovic
glycosides.

Keywords: Uncaria tomentosa, Rubiaceae, cat’s claw, extraction process, oxindole

alkaloids, isomerization kinetic.



Capitulo 2. Otimizagdo da extracdo de alcaldides oxinddlicos, polifendis e derivados
triterpénicos das cascas de Uncaria tomentosa mediante aplicagdo de desenho

experimental de Box-Behnken e Andlise de superficie de Resposta







Introducao

Trés fracdes bioativas majoritdrias estdo presentes nas cascas de U. tomentosa, a
saber, alcaldides oxinddlicos, polifendis e triterpenos derivados, principalmente, do
dcido quindévico (HEITZMAN et al., 2005). Para a extracio das cascas sdo
empregadas diversas técnicas como maceracao, decocc¢do, turbo-extracdo entre outras,
utilizando-se diferentes solventes e propor¢des droga:solvente. No entanto, até o
momento ndo se tem noticia acerca de estudos que visem racionalizar e otimizar a
extragdo dos diferentes componentes das cascas de U. tomentosa, minimizando a

isomerizacao dos alcaldides oxinddlicos.

Face ao exposto, no presente capitulo é descrita a otimizacdo da extracdo das
fracOes bioativas presentes nas cascas de U. fomentosa, empregando o processo de
maceracao dinamica, delineado segundo um experimento do tipo Box-Behnken de trés

fatores, em trés nives.

Este capitulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicagdo

no periddico Food Chemisty.
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Artigo 2. Optimization of oxindole alkaloids, polyphenols, and quinovic acid
glycosides extraction from cat’s claw (Uncaria tomentosa) barks by Box-Behnken
design

A ser submetido ao periédico Food Chemistry







Abstract

This work focused the optimization of the extraction by dynamic maceration of
foremost bioactive compounds recognized to cat’s claw (Uncaria tomentosa) barks,
namely, polyphenols (PPH), pentacyclic (POA) and tetracyclic oxindole alkaloids
(TOA), and quinovic acid glycosides (QAG). Initially, the extraction efficiency of
hydroethanolic and hydromethanolic solutions ranging from 10 to 90% was compared.
Similar yields were achieved for both solvents, being the hydroethanolic solutions
selected for extraction optimization owing to your lesser toxicity. Aiming the search of
optimal extraction conditions, a three level Box-Behnken design was applied, using
ethanol concentration (X;), extraction time (X;) and drug:solvent ratio (X3) as
independent variables. After regression analysis all data fitting revealed R* >0.929,
and no lack-of-fit could be assessed in anyone (p > 0.05). X; showed positive linear
effects on all PPH, POA, TOA, QAG extraction (p < 0.05). X3 had negative linear
effects only on PPH and POA indicating solvent saturation probably. No linear or
quadratic effects associated to X, were significant, owing a favorable mass transfer
facilitated by extraction process. Nonetheless, the curvatures in response surfaces were
determined mainly by quadratic effect of X;. The maximum extraction yield regarding
PPH, POA, TOA, QAG, and all compounds together were achieved with 50, 63, 62,
69, and 61% (v/v) of ethanol , respectively, linked to a drug:solvent ratio of 0.5:10
(w/v) and a extraction time of 2 h. In addition, the mathematical models developed

showed a satisfactory predictive capability (82 — 107%).

Keywords: Cat’s claw bark; extraction optimization; Box-Behnken design;

polyphenols; oxindole alkaloids; quinovic acid glycosides.
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Capitulo 3. Influéncia da isomerizacdo dos alcaldides oxinddlicos sobre a atividade

citotoxica em linhagem de células tumorais de bexiga T24 e RT4







Introducao

A obtencdo de fracdes purificadas a partir de extratos brutos de origem vegetal
permite correlacionar constituicdo quimica e atividade bioldgica. Os alcaldides
oxinddlicos pentaciclicos de U. tomentosa apresentam atividade citotdxica
significativa quando avaliados isoladamente nas mais variadas linhagens de células
tumorais (MUHAMMAD et al., 2001; BACHER et al., 2006). No entanto, o potencial
citotéxico dos alcaldides € diferenciado e parece ser dependente da linhagem celular
avaliada. Além disso, quando extratos da espécie sdo avaliados quanto ao seu potencial
citotoxico frente a linhagens de células tumorais, a atividade & relacionada
principalmente ao contetido de alcaldides oxinddlicos das preparagdes (PILARSKI et
al., 2010), relegando os demais constituintes do extrato a um plano secundério. Aliado
a isso, considerando a elevada suscetibilidade dos alcaldides oxinddlicos pentaciclicos
a isomerizacdo (LAUS et al, 1996), o controle estrito deste fendmeno deve ser
considerado em processos de extracdo e fracionamento. Até o momento, ndo se tem
conhecimento de estudos que avaliem a influéncia da isomeriza¢do sobre atividades

bioldgicas atribuidas aos alcaléides de U. tomentosa.

Tendo em vista os fatos apresentados, este capitulo € destinado a avaliar a
influéncia da isomerizacdo sobre a atividade citotéxica em linhagens de células

tumorais de bexiga T24 e RT4.

Este capitulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicagdo

no periodico Planta Medica.
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Artigo 3. Influence of cat’s claw oxindole alkaloids isomerization on the cytotoxic
activity against T24 and RT4 human bladder cell lines

A ser submetido ao perioédico Planta Medica







Abstract

The cytotoxic and cell antiproliferative activities have been ascribed to pentacyclic
oxindole alkaloids from the barks of Uncaria tomentosa, a native vine from
Amazonian rainforest. Former studies suggest that both activities can depend of
genuine alkaloid profile present in raw material or their isomerized derivatives. This
work addresses this standpoint, using for that purpose T24 and RT4 human bladder
cell lines. Barks samples were extracted by dynamic maceration, pre-purified with
cross-linked polyvinylpyrrolidone and properly fractioned by ion-exchange process to
obtain an oxindole alkaloid purified fraction. The alkaloids isomerization at the
purified fraction was induced by heating under reflux (85 °C), and the cytotoxicity of
fractions after 5 min, 15 min, and 45 min of heating under reflux, previously assayed
by HPLC-PDA, was evaluated at once. Non-isomerized purified fraction showed a
significant and dose-dependent activity against both T24 and RT4 cell lines (ICs:
164.13 and 137.23 pg/mL, respectively). Nonetheless, both results were equivalent to
those observed after isomerization of purified fraction (p > 0.05). These results
indicate a synergic effect of oxindole alkaloids or a complex structure-activity

relationship.
Key words

Uncaria tomentosa, oxindole alkaloids, isomerization, cytotoxic activity, T24 and RT4

human bladder cell lines
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DISCUSSAO GERAL






A presente dissertacdo foi desenvolvida tendo como hipétese de trabalho a
suscetibilidade dos alcal6ides oxinddlicos de U. tomentosa a isomeriza¢do, bem como
sua atividade citotoxica sobre linhagens de células tumorais. Nesse sentido, cabe
salientar o fato de as técnicas adotadas em trabalhos cientificos nem sempre
corresponderem aquelas descritas em relatos ethnofarmacolégicos, o que pode

acarretar em resultados dispares em termos de atividades bioldgicas.

Assim, a ocorréncia de isomerizacdo foi avaliada e monitorada no decorrer das
diferentes etapas de processamento tecnolégico da matéria-prima vegetal, englobando
tanto a etapa de extracdo como a obtencdo de uma fracdo purificada em alcaléides
oxindodlicos. Com o intuito de verificar o efeito da interconversdo entre os alcaldides
de unha-de-gato sobre a atividade citotoxica, foi realizado estudo in vitro utilizando
células tumorais de bexiga T24 e RT4. Para estas linhagens de células ndo foram

encontrados relatos que as associem aos alcaldides de unha-de-gato especificamente.

Desta forma, a etapa inicial do trabalho destinou-se a caracterizacdo da matéria-
prima vegetal, cuja autenticidade botanica foi previamente atestada mediante laudo
botéanico fornecido pela empresa beneficiadora da matéria-prima (Anexo 1). Assim, as
cascas do caule de unha-de-gato foram inicialmente moidas e em seguida
caracterizadas quanto a sua distribui¢do granulométrica e perda por dessecacdo (Anexo

2), afim de salvaguardar a reprodutibilidade dos resultados obtidos.

O método analitico via CLAE-PDA ora proposto para a quantificacio dos
alcaldides oxinddlicos, tanto pentaciclicos (mitrafilina, isomitrafilina, especiofilina,
uncarina F, pteropodina e isopteropodina) como tetraciclicos (rincofilina e
isorrincofilina), pdde ser validado sem maiores contratempos. Pela especificidade do
mesmo, foi possivel avaliar a influéncia de diferentes processos extrativos empregados
neste trabalho (a saber, maceracdo estdtica, maceracdo dinadmica, ultrassom, tubo-
extracdo e refluxo) sobre a isomerizacdo dos alcaldides. Também, optou-se por
analizar paralelamente uma solucdo de referéncia contendo mitrafilina e isomitrafilina,
na proporcdo de 3:1(m/m), que remete a proporcdo entre ambos existente no extrato

obtido por maceragdo dinamica.
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Tanto a extracdo por maceracido dindmica quanto por ultrassonica¢cdo permitiram
minimizar a isomerizacdo e, portanto, sdo capazes de manter o perfil inicial de
alcaléides oxinddlicos presente nas cascas de unha-de-gato. Contrariamente,
maceragdo estdtica, tubo-extracdo e refluxo induziram a isomerizacdo dos alcaldides
em graus diferentes. Na maceracdo estatica foi observada uma pequena isomerizagdo
associada ao longo tempo de extracdo requerido (4 dias). J4 na tubo-extracdo, o atrito
gerado pelo cisalhamento decorrente da natureza fibrosa das cascas, ao aumentar a
temperatura do meio (70 °C), induz a isomerizagdo dos alcaléides de forma moderada.
Dentre os processos avaliados, a extracdo sob refluxo foi capaz de induzir a
isomerizacdo em maior grau, fato associado a elevada temperatura de processo (85

°0).

Uma vez que a extracdo sob refluxo foi capaz de induzir a isomerizacdo dos
alcaldides de forma dréstica, esse processo foi selecionado para realizar o estudo da
cinética de isomerizacdo. O comportamento ndo linear dos resultados foi ajustado
utilizando dois modelos matemdticos usualmente aplicados para descrever processos
continuos, crescentes ou decrescentes: MMF (Morgan-Mercer-Flodin) e Weibull de
quatro parametros. Neste caso, foi selecionado o modelo de quatro parametros da
equacdo de Weibull que, além de conduzir a um melhor ajuste (R*> 0,999) em todos
0s casos, possibilita relacionar os valores dos parametros com algumas caracteristicas
das reacdes quimicas, como lag-time, magnitude e equilibrio de reacdo. Assim, foi
possivel demonstrar, através da utilizacdo da primeira derivada (dy/dx) da equacdo de
Weibull, que apds 45 minutos sob refluxo se atinge uma situacio de equilibrio para
todos os alcaldides considerados, o que leva a perfis de alcaldides claramente
diferenciados daquele observado nas cascas de U. fomentosa. O comportamento da
mitrafilina e isomitrafilina na solu¢do de referéncia em aquecimento foi diferente do
observado na solugdo extrativa, o que denota uma importante influéncia da matriz, que
afeta tanto a velocidade de isomerizacdo como a extensdao com que a mesma Ocorre

(Capitulo 1).

Cabe ressaltar que a utilizagdo popular das cascas de unha-de-gato é realizada

mediante a preparagdo de infusos e dectotos, processos de extracdo a quente que levam
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a isomerizacdo dos alcaldides. Com isso, o perfil de alcaldides oxinddlicos é
modificado em func¢do do processo extrativo o que pode, invariavelmente, alterar de

forma positiva ou negativa a eficcia das preparagdes.

Neste trabalho foi possivel também estabelecer condi¢des de processo
otimizadas que permitissem preservar a0 maximo a composicdo dos alcaldides
originalmente constatada em extratos obtidos por macera¢do dindmica. Ao mesmo
tempo, as condicdes otimizadas também permitiram maximizar os rendimentos de
extracdo para as fracdes bioativas compostas por polifendis e derivados triterpénicos.
Para isso foi aplicado um desenho experimental do tipo Box-Behnken de trés fatores
em trés nives. Como fatores foram considerados a concentracdo de etanol em misturas
hidroetandlicas empregadas como liquido extrator, propor¢ao droga:solvente e tempo
de extracdo. Condigdes Otimas para extracdo puderam ser determinadas mediante a
aplicacdo do desenho experimental. Os resultados obtidos foram: 50, 63, 62 e 69% de
etanol no liquido extrator e uma propor¢ao droga:solvente de 0,5:10 (m/v), em 2 h de
extragdo, para polifendis, alcaldides oxinddlicos pentaciclicos e tetraciclicos, e
quindvicos, respectivamente. J4 para a obtencio de um rendimento maximo
considerando os quatro grupos conjuntamente, a concentracdo de etanol ideal no
liquido extrator foi de 61%, sendo utilizada a mesma proporcdo droga:solvente
(0,5:10, m/v) e mesmo tempo de extragdo (2 h). Além disso, os modelos mateméticos
gerados a partir do desenho experimental empregado demonstraram adequada

capacidade preditiva (82 — 107%) (Capitulo 2).

Aspectos importantes relacionados a extragdo foram evidenciados a partir do
modelo experimental empregado como o indicio de saturacdo do solvente a medida
que se aumenta a proporcdo droga:solvente, que fica mais evidente no caso dos
polifendis e alcaldides oxinddlicos pentaciclicos, componentes majoritdrios das cascas.
Além disso, a agitagdo associada a maceracdo dindmica acelera as etapas de lavagem e
difusdo intraparticular envolvidas no processo extrativo, o que € positivo ja que evita a
excessiva exposi¢do da solucdo extrativa a luz e ao oxigénio, que podem desencadear

processos oxidativos ou até mesmo facilitar a isomerizacao dos alcaldides.
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A partir das condi¢bes Otimas para a obtencdo do maior rendimento de
alcaldides oxindodlicos pentaciclicos determinadas mediante otimiza¢do de extracgdo,
foi obtida a solugdo extrativa das cascas de U. tomentosa, sendo esta caracterizada e
posteriormente liofilizada (Anexo 3). O extrato seco liofilizado obtido foi empregado
para a obten¢do da frac@o purificada em alcaldides oxinddlicos mediante a utilizagcdo
de uma etapa inicial de pré-purificacdo com polivinilpirrolidona de ligagdes cruzadas
para a remocao dos polifendis de elevada massa molecular que perfazem cerca de 20%
(m/m) do extrato. Posteriormente foi realizado um processo de troca idnica de cinco
etapas em coluna utilizando resina anidnica que permitiu a obten¢do de uma fracdo
purificada em alcal6ides oxinddlicos pentaciclicos com recuperacio e teor de 86% e
62%, respectivamente, contendo também 7% de alcaldides oxindoélicos tetraciclicos.
Nenhuma modificacdo significativa no perfil de alcaldides oxinddlicos pentaciclicos
decorrente da isomerizacao foi verificada durante o processo de purificagdo, sendo as
pequenas diferencas observadas no decorrer do processo atribuidas a diferencial
recuperagdo individual dos alcaléides. J4 no caso dos alcaldides oxinddlicos
tetraciclicos, a baixa recuperacdo da rincofilina (53%) fez com que a proporcao inicial
presente no extrato em relacdo a isorrincofilina fosse modificada descartando-se assim

a ocorréncia da isomerizacao em virtude do processo de fracionamento (Capitulo 3).

Como a atividade citotéxica e antiproliferativa dos alcaldides oxinddlicos
pentaciclicos € bastante conhecida e difundida na literatura frente as mais diversas
linhagens de células tumorais, foi avaliada in vitro a atividade citotéxica da fragcdo
purificada em linhagens de células tumorais de bexiga T24 e RT4. A fragdo
demonstrou atividade citotéxica significativa frente as linhagens avaliadas sendo
obtidas repostas dose-dependentes. As CI 5, determinadas foram de 164,13 e 137,23
Mg/mL para T24 e RT4, respectivamente, sendo, portanto, mais efetiva frente a

linhagem RT4 (Capitulo 3).

Visando determinar a influéncia da isomerizagdo sobre a atividade citotdxica, a
fracdo enriquecida foi isomerizada mediante aquecimento sob refluxo sendo obtidas
trés fracdes liofilizadas com diferentes perfis de alcaléides que foram também

avaliadas quanto ao seu potencial citotéxico in vitro. Contudo os valores de Cls,
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determinados para as fracOes isomerizadas foram estatisticamente equivalentes entre si
e a fracdo ndo-isomerizada (p > 0,05), indicando um provavel efeito sinérgico dos
alcaldides oxindodlicos pentaciclicos com relagdo a atividade citotoxica nas linhagens
celulares avaliadas, ou ainda, a existéncia de uma relacao estrutura-atividade bastante
complexa (Capitulo 3). Entretanto, uma avaliacio mais aprofundada acerca do
comportamento dos alcal6ides oxindélicos no meio de incubacdo apds o periodo de
tratamento, assim como a avaliacdo em diferentes linhagens celulares, podem
esclarecer alguns dos resultados obtidos e surgem como perspectivas de trabalhos

futuros.
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CONCLUSOES






O método analitico por CLAE-PDA, desenvolvido e validado neste trabalho,
permitiu o monitoramento da isomerizagdo dos alcaldides oxinddlicos
pentaciclicos e tetraciclicos nas etapas de extracdo e obtencdo de uma fragcdo

purificada em alcal6ides;

Foi confirmada a isomerizac@o dos alcaldides oxinddlicos em extratos obtidos
por maceragdo estdtica, turbo-extracdo e refluxo, ainda que em diferentes
intensidades. Contrariamente, a extracdo por macera¢do dinidmica e ultrassom
ndo induziram qualquer alteracdo significativa no perfil inicial de alcaldides.
Essas constatagdes evidenciam claramente que o processo extrativo pode
determinar a composi¢ao final de alcal6éides oxinddlicos em preparacdes de U.

tomentosa,

A cinética de isomerizagdo induzida por aquecimento sob refluxo pdde ser
monitorada de forma detalhada e o ajuste dos dados experimentais realizado
satisfatoriamente mediante uso do modelo de Weibull de quatro parametros. Os
alcaléides oxinddlicos na solugdo extrativa apresentaram uma cinética de
isomerizacao diferente em relacdao aos alcaldides isolados. Esse fato ndo sé
indica a influéncia da matriz sobre a isomeriza¢do, como também restringe a
comparacao direta de dados cinéticos procedentes de extratos e de substincias

isoladas;

Mediante desenho experimental do tipo Box-Behnken e Andlise de Superficie
de Resposta, condicdes de extracdo capazes de minimizar a isomerizacdo dos
alcaldides e, simultaneamente, maximizar os rendimentos de alcaldides

oxindolicos, polifendis e derivados triterpénicos, puderam ser obtidas;

O processo de troca idnica empregado propiciou a obtencdo de uma fracdo
purificada em alcaléides oxinddlicos com elevado teor, de forma reprodutivel e

robusta, no entanto sem induzir a isomerizagao dos alcaléides;

A fragdo purificada em alcaldides oxinddlicos apresentou in vitro atividade
citotoxica significativa e dose-dependente em linhagens de células tumorais de

bexiga T24 e RT4. Contudo, o fato do potencial citotéxico ndo ser alterado apds

86



a indu¢do da isomerizacdo dos alcaldides contraria vdarios relatos que
demonstram uma atividade citotéxica diferenciada dos mesmos em diversas
linhagens de células tumorais. Esses resultados sugerem a existéncia de efeitos
sinérgicos entre os alcaldides, relagOes estrutura-atividade e, talvez,

mecanismos de a¢do mais complexos.
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PERSPECTIVAS






O monitoramento dos alcal6ides oxinddlicos no decorrer de estudos bioldgicos,
considerando as caracteristicas do meio e as condi¢cdes de incubagdo, surge

como perspectiva de estudo;

A avaliacdo da influéncia da isomeriza¢do sobre a atividade citotoxica em
diferentes linhagens celulares também pode ajudar a elucidar a complexa
relacdo estrutura-atividade que parece atrelada aos alcaldides oxinddlicos

pentaciclicos.
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Anexo 1. Laudo de analise e certificacao botanica da matéria-prima
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Anexo 2. Caracterizacao da matéria-prima

Preparagado e caracterizacdo da matéria-prima vegetal

O material vegetal composto de cascas rasuradas secas de unha-de-gato foi
moido em moinho de facas (SK1 Retsch, Alemanha), provido de tamis de 2 mm, e

caracterizado como descrito a seguir.

Determinagdo da perda por dessecagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988)

Cerca de 1 g de material vegetal seco e moido foi acondicionado em pesa-filtro
previamente tarado e deixado em estufa a 105 + 2 °C por 2 horas. Apods arrefecido em
dessecador durante 30 minutos, o pesa-filtro contendo a amostra foi pesado e
novamente mantido em estufa, sendo este procedimento realizado até a obtencdo de
peso constante. Os resultados foram expressos como porcentagem de umidade residual

pela média de trés determinacdes.
Andlise granulométrica (FARMA COPEIA BRASILEIRA, 1988)

Cerca de 10 g de material vegetal seco e moido foram submetidos em tamisador
automdtico a 60 vibracdes por segundo durante 15 minutos. Foram selecionados
tamises de abertura de malha nominal de 0,500; 0,425; 0,250; 0,106; 0,075 e 0,062
mm. As fracdes retidas nos tamises e coletor foram pesadas e os dados analisados pelo

método gréfico. Os resultados foram expressos pela média de trés determinagdes.

Resultados e Discussao

O teor de umidade presente na matéria-prima estd diretamente relacionado a sua
conservacgdo, ja que uma umidade residual elevada pode favorecer reagdes quimicas de
degradacdo e a proliferacdio microbiana. Assim, a percentagem de umidade
determinada para a matéria-prima (7,92 % 0,21%) foi semelhante a obtida por BORRE

(2010) que foi de 7,6 * 0,2%. Além disso, o valor determinado encontra-se de acordo
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com os padrdes aceitdveis, dado que o percentual de umidade médximo para o material

vegetal varia de 8% a 14% nas diferentes farmacopéias (FARIAS, 2003).

A granulometria da matéria-prima pode influenciar a etapa de extragdo.
Levando-se em consideragdo este fato, os dados referentes a anélise granulométrica do

material vegetal moido encontram-se nos graficos abaixo (Figura 4a e 4b).
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Figura 4a. Histograma da distribui¢do ganulométrica da matéria-prima vegetal apds a
etapa de moagem.
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Figura 4b. Curva cumulativa de retencdo e passagem da matéria-prima vegetal apds
moagem.

E possivel observar uma distribuicio granulomérica unimodal sendo que a maior
propor¢do do material particulado encontra-se na faixa de 0,250 a 0,106 mm (Figura

4a). Adicionalmente, se for considerada a faixa granulométrica de 0,425 a 0,250 mm,
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cerca de 80% do material particulado € contemplado. Também existe uma pequena
porcdo de finos no material, mas que apenas perfaz cerca de 5% da matéria-prima. A
partir da curva cumulativa foi possivel estimar o didmetro médio do material

particulado que foi de 0,223 mm (Figura 4b).
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Anexo 3. Obtenciao e caracterizacao da solucio extrativa e extrato seco liofilizado

Obtencao da solucio extrativa e extrato seco liofilizado

Cerca de 25 g do material vegetal moido foram extraidos a temperatura ambiente
(23 £ 1 °C) com solugdo hidroetandlica a 63% (v/v) por 2 horas sob maceracio
dindmica a 300 rpm em agitador magnético (IKA RH basic 1, Alemanha), utilizando-
se uma propor¢ao droga:solvente de 0,5:10 (m/v). Posteriormente a mistura foi filtrada
em papel (Whatmann, n° 2) sob vacuo sendo o volume retomado ao inicial no final do
processo obtendo-se assim a solucdo extrativa. Para obtencdo do extrato liofilizado, a
solucdo extrativa foi concentrada em evaporador rotatério (Biichi R-114, Switzerland)
até metade de seu volume inicial sendo entdo congelada e liofilizada (Modulyo 4L,

Edwards, USA).

Caracterizacio da solucio extrativa
Determinagdo do residuo seco

Cerca de 2 g da solucdo extrativa foram transferidos a tubo de ependorf e
concentrados em estufa a 105 = 3 °C por 4 horas. Em seguida o tubo foi mantido por
mais 2 horas em estufa a 105 * 3 °C. Apds este periodo, o tubo foi arrefecido em
dessecador por 30 minutos e pesado, sendo este procedimento realizado até a obtencdo

de peso constante. Os resultados foram expressos pela média de trés determinagdes.
Determinagdo da densidade relativa (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)

A densidade da solugdo extrativa foi determinada a 25 °C em picndémetro de 10
mL previamente tarado. Os resultados foram expressos em g/mL pela média de trés

determinacdes.
Determinagao do pH (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)

O pH da solucdo extrativa foi determinado em potencidometro a 25 °C,

previamente calibrado. O resultado foi expresso pela média de trés determinacdes.
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Caracterizacao do extrato seco liofilizado
Determinagdo das caracteristicas organolépticas

Foi realizada mediante a observacdo das caracteristicas como cor, odor e

aspectos gerais do extrato liofilizado obtido.

Determinagdo da perda por dessecagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988)

Cerca de 500 mg do extrato seco liofilizado foram acondicionados em pesa-
filtro previamente tarado e deixado em estufa a 105 = 2 °C por 2 horas. Apods
arrefecido em dessecador durante 30 minutos, o pesa-filtro contendo a amostra foi
pesado e novamente mantido em estufa, sendo este procedimento realizado até a
obtencdo de peso constante. Os resultados foram expressos como porcentagem de

umidade residual pela média de trés determinacdes.

Resultados e Discussao

A solugdo extrativa foi obtida empregando-se as condi¢des Gtimas de extracdo
para a obtencdo do maior rendimento de alcaléides oxinddlicos pentaciclicos (Capitulo

2).

Os resultados referentes a caracterizagdo da solugdo extrativa sdo apresentados na

tabela 4a.
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Tabela 4a. Parametros de caracterizacdao da solucdo extrativa das cascas de unha-de-
gato.

Residuo seco pH Densidade relativa
(%, m/m) (g/mL)
X+S X+S X+S
0,45 £0,02 5,25 +£0,02 0,91 £0,01

X : média de trés determinacdes; S: desvio padrio

O pH obtido (5,25 £ 0,02) foi superior ao determinado anteriormente por PAVEI
(2010) e BORRE (2010) para solugdes extrativas de unha-de-gato, que foram de 4,75
+ 0,01 e 4,89 £ 0,01, respectivamente. Tal fato provavelmente estd relacionado as
diferentes condi¢des de extracdo empregadas em ambos os trabalhos, j4 que a mesma
foi realizada mediante maceracdo estdtica por quatro dias em solu¢do hidroetandlica
40% (v/v) utilizando-se um proporcdo droga:solvente de 1:10 (m/v), condi¢des estas
ndo otimizadas para a obten¢cdo de maiores rendimentos de alcaldides oxinddlicos
pentaciclicos. Além disso, os menores valores obtidos para densidade relativa e
residuo seco em comparacdo aos trabalhos anteriores, devem-se principalmente ao
maior teor alcodlico do solvente empregado na extracdo (63%, v/v) e a menor

propor¢ao droga solvente (0,5:10, m/v), respectivamente.

A obtencdo do extrato liofilizado a partir da solucdo extrativa teve como
principal objetivo preservar a sua composi¢do original por um longo periodo de tempo
possibilitando, assim, seu armazenamento. O extrato seco liofilizado obtido
apresentou-se como um pé fino, higroscépico, de coloracdo avermelhada, com odor
adocicado caracteristico. A umidade residual determinada foi de 7,05 * 0,25%, valor
semelhante aos relatados anteriormente por PAVEI (2010) e BORRE (2010), que
foram de 7,66 = 0,91% e 7,31 + 0,22%, respectivamente.
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