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1. INTRODUÇÃO  
O 4-nerolidilcatecol (4-NRC) é um catecol prenilado abundante em Pothomorphe 
umbellata que exibe atividade antioxidante 40 vezes superior ao α-tocoferol, 
indicando-o como potencial fármaco para condições patológicas onde ocorra a 
participação de estresse oxidativo. Relativamente aos dados farmacocinéticos, 
apenas sua biodisponibilidade (REZENDE, 2002) é conhecida. O objetivo deste 
trabalho é quantificar a extensão da ligação do 4-NRC às proteínas plasmáticas e 
eritrócitos a fim de caracterizar a farmacocinética do fitofármaco e suas implicações.  

 
2. METODOLOGIA 
2.1 Purificação e análise cromatográfica do 4-nerolidilcatecol (4-NRC) 
A partir do extrato bruto clorofórmico de raízes de Pothomorphe umbellata realizou-
se a purificação do 4-NRC utilizando coluna cromatográfica (Sephadex LH20) fase 
móvel diclorometano:hexano:metanol (5:2:1) e análise por cromatografia em camada 
delgada com padrão autêntico do 4-NRC. As condições cromatográficas 
empregadas na análise por CLAE-UV foram Metanol/Acetonitrila/Ácido 
Trifluoracético (0,1%) nas proporções 62:20:18 como fase móvel, coluna C18 
(150x4,6mm), fluxo de 1,0 mL / min e λ 282 nm. A cada análise, soluções padrão (5) 
para curva de calibração foram analisadas previamente a avaliação das amostras de 
concentrações desconhecidas.  
2.2 Avaliação da fração livre do 4-NRC às proteínas plasmáticas por ultrafiltração 
Duplicatas de plasma (10 mL) foram contaminadas com 50 µL de soluções estoque 
de 4-NRC (em DMSO) a 1,0; 5,0 e 10,0 mg/mL para obter soluções de 5,0; 25,0; e 
50,0 µg/mL, respectivamente. Uma amostra de 25 µg/mL de 4-NRC em água (10 
mL) também foi preparada para quantificar a aderência do 4-NRC ao filtro de 
ultracentrifugação Centrifree® (TASSO et al). A seguir, as amostras foram 
homogeneizadas, incubadas por 30 minutos, aliquotadas (1 mL) e transferidas para 
filtros Centrifree®. Estes foram centrifugados a 2000 rpm/10 min. a 21º C e a seguir, 
o filtrado foi analisado por CLAE-UV.  
2.3 Avaliação da fração livre do 4-NRC em suspensão de eritrócitos 
A avaliação da fração livre a partir dos eritrócitos foi tentativamente acessada pelos 
dois métodos de extração abaixo descritos:  
a) Extração líquido-líquido (ELL) 
Solução tampão salina fosfato pH 7,4 foi adicionada ao concentrado de hemácias 
até completa remoção das proteínas plasmáticas. O volume plasmático foi 
substituído pelo mesmo tampão até obtenção de hematócritos a 0,4 e 0,2. Volumes 
de 50 mL de suspensões eritrocitárias em tampão foram contaminadas com 
alíquotas variadas da solução mãe de 4-NRC (10 mg/mL. em DMSO) perfazendo um 
máximo de 2% do volume final da suspensão. Ao final, obtiveram-se soluções a 
20,0; 15,0 e 10 µg/mL. Estas soluções foram incubadas a 37oC/30 min. em banho-
maria, homogeneizadas de 10/10 minutos, e centrifugadas (10 min/3000 rpm). O 
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sobrenadante resultante foi submetido à ELL com diclorometano. As diferentes 
concentrações de amostras (20,0; 15,0 e 10,0 µg/mL) foram avaliadas em triplicata, 
cada, incluindo o branco.  
b) Extração em fase sólida (EFS) do 4-NRC em tampão salina fosfato pH 7,4 
Neste experimento, a solução tampão foi diretamente contaminada para verificar 
apenas a metodologia de extração a partir de soluções aquosas. Assim, empregou-
se cartuchos de EFS do tipo Sep-Pak C18 Waters®, submetidos à eluição a vácuo 
(300 mmHg) por 20 min. O experimento foi realizado em quintuplicata e foram 
utilizadas duas soluções controle (tampão sem amostra). O preparo das soluções e 
o método de coleta das frações estão descritos a seguir:  
Experimento 1: Inicialmente preparou-se uma solução de 4-NRC em propilenoglicol 
(a 2,0 mg/mL). Transferiu-se 400 µL desta para 40 mL de solução tampão salina 
fosfato pH 7,4 obtendo-se uma solução de 20 µg/mL. A seguir, esta amostra (40 mL) 
foi adicionada ao cartucho de EFS e eluída em 5 frações de 1 mL de MeOH cada.  
Experimento 2: Inicialmente preparou-se uma solução de 4-NRC em propilenoglicol 
(a 1,0 mg/mL). Transferiu-se 400 µL desta para 40 mL de solução tampão salina 
fosfato pH 7,4 obtendo-se uma solução de 10 µg/mL. A seguir, esta amostra (40 mL) 
foi adicionada ao cartucho de EFS e eluída em 4 frações, seguindo a seguinte 
ordem de solventes:  Metanol 50% (obtendo-se a fração1), 2 mL de Metanol (F2), 1 
mL de Metanol (F3) e 1 mL de Metanol (F4).  

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
3.1 Avaliação da fração livre do 4-NRC às proteínas plasmáticas por ultrafiltração  
Na análise cromatográfica do ultrafiltrado do plasma o 4-NRC não foi detectado. 
Dentre os prováveis fatores destaca-se a de aderência do analito à membrana 
filtrante do Centrifree® e/ou a ligação/adsorção do 4NRC às proteínas plasmáticas, 
dada à solubilidade parcial do 4-NRC no plasma. 
3.2 Avaliação da fração livre do 4-NRC em suspensão de eritrócitos 
a) Extração líquido-líquido (ELL) 
Os dados obtidos na ELL do 4-NRC a partir do sobrenadante das suspensões 
eritrocitárias demonstraram baixa recuperação do analito: 4,5 % e 0,5% para valores 
de hematócritos 0,4 e 0,2, respectivamente..  
b) Extração em fase sólida (EFS) do 4-NRC em tampão salina fosfato pH 7,4 
A recuperação do 4-NRC a partir da EFS nas concentrações de 20,0 e 10,0 µg/mL 
foi de 91,17µg/mL e 130,86 µg/mL, após a eluição de 3,0 e 2,0 mL do metanol 
adicionado, respectivamente (tabela 1). Embora tenha havido fraca recuperação (3,8 
e 32,7%, respectivamente), houve otimização das condições cromatográficas de 
eluição do 4-NRC em uma única fração e boa repetibilidade (0,99% a 20 µg/mL e 
4,5% a 10 µg/mL). Dentre os prováveis fatores responsáveis pela baixa recuperação 
está a degradação do grupo fenol da molécula de 4-NRC, devido a ligação 
irreversível aos grupamentos silanóis (SiOH) da fase estacionária (C18).  
 

Tabela1 – Dados de recuperação do 4-NRC empregando a extração em fase sólida (EFS) 

Solução 4NRC Qad 
*  

(µg) 
Frações com 4-NRC Cmédia   

(µg/mL; n=5 ± DP;) Q Média rec (%) 

20 µg/mL 800  F2, F3 e F4 91,17(±8,32 ) 3,8 (± 0,99) 
10 µg/mL 400 F2 130,86 (±17,96) 32,7 (± 4,49)

* Q 
ad

 = quantidade adicionada  e Q
média rec

 = quantidade média recuperada 
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4. CONCLUSÕES 
As metodologias de extração (ELL e EFS) do 4-NRC a partir da matriz empregada 
(tampão), não se mostraram satisfatórias. Para a completa solubilização do 4-NRC, 
a quantidade de solvente necessária perturbaria a dinâmica das ligações do analito 
às proteínas plasmáticas. Deste modo, são previstos experimentos com hidroxi-
propil-β-ciclodextrina visando aumentar a solubilidade do analito em meio aquoso 
por meio da formação de um complexo de inclusão da droga, otimizando sua 
solubilidade, principal fator responsável pela sua baixa recuperação a partir do meio 
aquoso. Relativamente ao experimento de ultrafiltração em Centrifree®, a baixa 
recuperação do analito reflete possíveis ligações do 4-NRC as proteínas plasmáticas 
e/ou membrana e filtro. Estudos posteriores incluem a possibilidade de diluição do 
plasma normal. Espera que diminuindo os sítios de ligação das proteínas à droga, a 
recuperação do analito no ultrafiltrado seja superior à atual, permitindo a 
quantificação da fração livre. 
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