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1. INTRODUCAO

O 4-nerolidilcatecol (4-NRC) é um fenilterpendide de biossintese mista presente em
raizes e folhas de Pothomorphe umbellata (L.) Miq, integrante da familia Piperaceae
(KIJJOA et al, 1980). No Brasil, encontram-se apenas duas espécies: Pothomorphe
umbellata (L.) Mig. e Pothomorphe peltata (L.) Mig., denominadas “caapeba” ou
“pariparoba-do-sul” e “do norte”, conforme suas localizagdes. Esta espécie é
amplamente empregada em diferentes patologias, com agdes antioxidante (superior
ao a-tocoferol), fotoprotetora, antimalarica, analgésica, sedativa, antiinflamatdria,
tranquilizante, antimicrobiana e citotoxica. Este trabalho visa a otimizagdo do
processo de purificagdo do 4-nerolidilcatecol, empregando cromatografia, para
padronizacao de técnicas preparativas a partir do extrato bruto de folhas e raizes de
P. umbellata, assim como analiticas de controle de qualidade da matéria prima
vegetal, haja visto seu amplo emprego como fitoterapico. A cromatografia em
Sephadex LH20 responde positivamente aos aspectos necessarios para um bom
fracionamento. Caracteristicas como pequena porosidade e estabilidade com
compostos lipofilicos favorecem o isolamento da molécula de 4-nerolidilcatecol.

2. METODOLOGIA

2.1.Obtencao do extrato farmacopéico de Sdo Paulo

As raizes coletadas no dia 02 de marco de 2006, na cidade de Sao Paulo, SP, foram
moidas, trituradas e passadas por tamis n°. 20, com massa final de 201,10g de po6
das raizes. O po6 foi percolado em metanol/agua (3:2), até o total esgotamento.
Obteve-se o extrato etandlico bruto que foi submetido a rotaevaporacio e extraido
com cloroférmio (3 a 4 vezes), para total eliminacdo de agua (extrato bruto pré-
purificado com 3,669).

2.2.Condicdes cromatograficas de purificagdo

Utilizou-se coluna de vidro (70,0cm x 2,0cm) com gel de exclusdo Sephadex LH20
como fase estacionaria. A fase movel utilizada para eluicdo durante a purificagao foi
Hexano / Diclorometano / Metanol (2:5:1). Nos intervalos de purificagdes, a limpeza
da coluna cromatografica foi feita com metanol. O extrato bruto pré-purificado foi
aplicado em coluna de Sephadex LH20 e foram obtidas fragdes de pequeno volume
com maior grau de pureza. Os componentes encontrados nas fragdes da purificagéo
em coluna de Sephadex LH20 foram comparados através de cromatografia em
camada delgada (cromatofolhas AL TLC 5x10cm / Silica gel 60 Fass — Merck®). A
fase movel utilizada foi Hexano / Diclorometano / Metanol (2:5:1). As analises
cromatograficas comparativas foram realizadas em camara de UV (A = 254 e 366nm)
e 0 4-NRC foi identificado com amostra auténtica, apos borrifar o revelador (vanilina-
sulfurica), seguido de aquecimento. Para quantificagdo de 4-NRC nas fragdes
obtidas através de cromatografia de excluséo, foi utilizado HPLC-UV (modelo
ProStar 210, acoplado & Detector UV/Varian® modelo 340), com coluna
Phenomenex® Synergi Fusion 4u RP-80A C18 (150mm X 4,6mm) e pré-coluna
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Phenomenex® Fusion RP C18 (4,0mm X 3,0mm) com loop de injecdo Reodyne® de
20 L.
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2.3. Armazenamento e utilizacdo do 4-nerolidilcatecol purificado

O 4-NRC puro foi obtido a partir da repurificacdo das fragdes iniciais do extrato bruto
de Pothomorphe umbellata. E armazenado em frascos ambar, sem contato com
oxigénio e em baixas temperaturas, evitando degradagao. O principio ativo isolado
foi direcionado para pesquisas de toxicidade, formacdo de complexos de inclusao,
analise de metabdlitos, dentre outros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Rendimento do extrato etandlico bruto de raizes de Pothomorphe umbellata

Os rendimentos obtidos com as raizes de P. umbellata e o extrato bruto purificado
até o momento foram significativos. As raizes secas e trituradas (201,10g) foram
percoladas, resultando no extrato bruto utilizado até o momento (3,66g). O extrato foi
submetido a sucessivas purificagdes para obtengdo de 4-NRC puro (0,3189),
apresentando 11,48% de rendimento, o qual é bastante superior aos 3% obtidos em
silica fase normal (dados nao publicados).

3.2.Cromatogramas de extrato bruto de Goiénia

O cromatograma obtido da amostra de raizes e folhas de Goiania é apresentado na
figura 1. A analise de pureza das fra¢des purificadas em Sephadex LH20 em relag&o
ao extrato bruto é exemplificada na Figura 2.
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Figura 1. Cromatograma do extrato bruto de folhas e raizes de Pothomorphe
umbellata — Goiania — GO (Tempo de Retenc&o (min) x Amplitude (mV)).
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Figura 2. Cromatograma da fracdo F6 da coluna Sephadex LH20 (XXXIl) para
analise de pureza (Tempo de Retencao (min) x Amplitude (mV)).

A comparagao dos cromatogramas revela a presenca do 4-NRC nas amostras do
extrato e fragcbes purificadas no tempo de retencdo de, aproximadamente, 8,25
minutos (fase movel MeOH:ACN:TFA-0,1% 62:20:18, fluxo de 1mL/min e A=
282nm). Na Figura 2, a amostra analisada foi purificada em Sephadex LH20, com
pico significativo de apenas 4-NRC. Na Figura 1, a amostra analisada foi apenas
fitrada em membrana de 0,22um, apresentando picos expressivos de algumas
impurezas mais hidrossoluveis (primeiros picos), retiradas durante a cromatografia
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em gel de exclusado. Neste cromatograma destaca-se a baixa diversidade metabdlica
desta espécie vegetal.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho avaliamos o rendimento dos procedimentos de extracdo por
percolagao e purificacdo do 4-NRC a partir do extrato etandlico a 60% de raizes de
Pothomorphe umbellata. O rendimento da extragédo a partir da percolagao das raizes
moidas foi de 1,8%, rendimento este inferior ao processo de maceracao (4,4%)
obtidos por Gustafson et al (1992). No entanto, o rendimento da purificagcéo, a partir
do extrato etandlico foi de 8,7%, muito superior aos 3,1% conseguido pelo mesmo
autor. Tal fato comprova a eficacia do método de purificagdo empregado (Gustafson,
1992), embora a obtencdo do extrato deva ser otimizada. A filtragdo do extrato bruto
em membrana de 0,22um para pré-purificagdo melhorou os resultados, obtendo-se
fracbes totalmente puras em um menor periodo de tempo. Em HPLC, a
determinagcdo do grau de pureza do 4-NRC em fragdes consideradas puras foi
superior a 97,0%, reforgando a eficiéncia dos métodos de purificagao.
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