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“A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu, 

 mas pensar o que ninguém ainda pensou sobre aquilo  

que todo mundo vê.” (Arthur Schopenhauer) 
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RESUMO 

Uncaria tomentosa (unha-de-gato) é uma videira de ampla distribuição nas florestas tropicais 

das Américas. Sua casca tem sido tradicionalmente usada pelos povos indígenas para 

distúrbios gástricos. Além disso, imunoestimulante, antiviral, antitumoral e atividade 

antimicrobiana foram relatados e frequentemente atribuídas aos alcalóides, polifenóis, e 

glicosídeos ácidos quinóvicos que ocorrem nele. Este estudo tem como objetivo o 

fracionamento e posterior caracterização da casca aquosas fracções insolúveis por meio de 

técnicas de FTIR e LC-DAD. As frações codificados FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP 

foram então testadas quanto à atividade antifúngica contra espécies patogênicas de Candida 

spp. pelo método de microdiluição em caldo. A concentração inibitória mínima (MIC) foi 

determinada de acordo com a M27-A3 2008 diretrizes CLSI, e dano celular pelo ensaio de 

MTT. Os perfis LC-DAD foram diferentes para as frações estudadas. A análise de  FTIR 

mostrou grande interação entre PVPP e polifenóis. Os valores de MIC foram bastante 

semelhantes em relação às fracções FUT1, FUT2 e FUT-PVPP (31,25 ug / ml). No entanto, foi 

inferior para FUT3 (62,50 ug / ml), e ainda não significativa para a FUT4 (250 ug / ml). Notável, 

a  FUT1 foi a única de induzir dano celular significante (44,52%), e, portanto, os resultados do 

ensaio de MIC divergiram frontalmente daqueles adquiridos após os MTT. Algumas evidências 

suportam a hipótese de viés contra a precisão do teste MTT, principalmente devido à absorção 

a 570-690 nm, que também é inerente aos compostos polifenólicos que ocorrem em frações de 

Unha de gato. 
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ABSTRACT 

Uncaria tomentosa (cat's claw) is a vine widely disseminated in the American 

rainforests. Its stem bark has been traditionally used by indigenous peoples for gastric 

disorders. Also,  immunostimulant, antiviral, antitumor, and antimicrobial activities were reported 

and frequently ascribed to the alkaloids, polyphenolics, and  quinovic acid glycosides occurring 

in it. This study aims the fractioning and further characterization of the bark aqueous insoluble 

fractions by FTIR and LC-DAD techniques. The coded fractions FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 and 

FUT-PVPP were then assayed regarding the antifungal activity against pathogenic species of 

Candida spp.  by microdilution broth method. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 

assayed according to M27-A3 2008 CLSI guidelines, and cell damage by the MTT assay. The 

LC-DAD profiles were different for the studied fractions. The FTIR analysis showed great 

interaction between PVPP and polyphenols. MIC values were quite similar regarding the 

fractions FUT1, FUT2, and FUT-PVPP (31.25 ug / ml). Yet, it was lower for FUT3 (62.50 ug / 

ml), and even nonsignificant as in FUT4 (250 ug / ml). Noteworthy, only FUT1 fraction was able 

to induce significant cell damage (44.52%), and, therefore, the results from MICT assay 

diverged frontally from those gained after the MTT ones. Some evidence supports the 

hypothesis of bias against the MTT test accuracy, mostly due to the absorption at 570 to 690 

nm, which is also inherent to polyphenolic compounds occurring in the cat's claw fractions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Uncaria tomentosa; cat´s claw; antifungal; polyphenols; aqueous fractions; chemical 

interaction. 
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INTRODUÇÃO 

Uncaria tomentosa (Wild.) DC (Rubiaceae), conhecida como Unha de gato ou Cat´s Claw, 

é uma liana cuja casca encontra uso amplo e milenar na medicina popular de diversos povos 

indígenas da América Latina. Na medicina tradicional peruana, Uncaria tomentosa (UT) é 

utilizada, principalmente, para o tratamento de desordens gástricas. Todavia, pesquisas 

recentes mostraram que diferentes partes e formas extrativas também possuem atividade 

antiartrítica (Castilhos et al. 2015), antimutagênica (Rizzi et al. 1993) antiinflamatória (Aguilar et 

al. 2002), assim como antiviral e imunomoduladora para Dengue (Reis et al. 2008), anti-

herpética (De Souza e Cimerman, 2010) anticancerígena para células de bexiga (Dietrich et al. 

2014). Várias dessas atividades foram atribuídas aos alcaloides tetra e pentacíclicos, contudo, 

também ácidos fenólicos, ácidos quinóvicos, proantocianidinas, di-terpenos, taninos e 

flavonoides constam entre as substâncias bioativas da espécie (Pilarski et al. 2006).  

Nesse contexto, cabe destacar a riqueza em polifenóis na espécie utilizada, que inclui um 

total de 32 compostos identificados até o momento. As diferentes famílias de compostos fica 

evidenciadas na figura 1 e 2 entre esses compostos constam: ácidos hidroxibenzóicos, ácidos 

hidroxicinâmicos, monômeros de flavan-3-óis (+)-catequina e (-)-epicatequina, dímeros de 

procianidina (B1, B2, B3, B4, B5, B7 e outros dois compostos de estrutura desconhecida) e 

trímeros de procianidina (C1, T2 e uma de estrutura desconhecida), flavalignanas (quatro 

estruturas desconhecidas pertencente a família de cinchonas) e dímeros de pelargonidina 

(Navarro et al. 2015). 

 

 

Figura 1. Estruturas dos principais compostos fenólicos presentes no extrato de U. 

tomentosa. (a) ácidos hidroxibenzóicos, (b) ácidos hidroxicinâmicos, (c) Monômeros de Flavan-

3-ol (d) antocinidinas derivadas do íon flavílico (e) Flavonoides (f) Monômeros de cianidinas. 

(a) (b) 

(c) (d) (e) 

(f) (f) 
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Figura 2. Estruturas químicas da formação de procianidinas e propelargodininas pela 

ligação 4 → 8, respectivamente. 

Além de poucos relatos isolados na literatura acerca da atividade antifúngica da UT foi 

encontrado um estudo utilizando um gel-creme (Aristoflex®) de UT (Paiva et al. 2009) e a 

atividade antifúngica das cascas de UT, porém não apresenta atividade contra o gênero 

Candida (Ccahuana-Vasquez et al. 2007). A atividade antifúngica e efeito sinérgico com os 

antifúngicos fluconazol e terbinafina contra Candida spp foram relatados recentemente (Moraes 

et al. 2016), no entanto, dada a complexidade química dessa fração não foi possível 

estabelecer uma correspondência precisa com o grupo de substâncias responsáveis pelo efeito 

sinérgico. 

Desse modo o presente trabalho descreve o fracionamento da fração insolúvel em água 

utilizando água a diferentes temperaturas e a polivinilpirrolidona reticulada (PVPP), 

dispensando assim o uso de solventes orgânicos. A atividade antifúngica in vitro de cada uma 

das frações resultantes foi testada contra isolados de Candida spp. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Material Vegetal 

Uma amostra seca de casca de caule de Uncaria tomentosa (UT), coletada no Peru em 

maio de 2005, autenticado como J. Campos, Nº 10500, foi gentilmente doada pela Quimer 

Ervas e Especiarias (São Paulo, Brasil), tendo depósito de voucher no Herbário da 

Universidade Nacional de São Marcos (Lima, Peru). A amostra foi seca a 40° C em estufa  de 

circulação convectiva (Memmert, Germany) e moída em moinho de facas (SK1 Retsch, 

Germany), provido de tamis com abertura de 2 mm. 

Obtenção do Extrato de Uncaria tomentosa 

Uma quantidade de 150 g foi extraída, por maceração sob agitação magnética (300 

rpm) (RO 15 Power, IKA, Alemanha) por 2h, em uma solução hidroetanólica 50% (v/v), a 23 ± 

1°C. O extrato bruto obtido foi filtrado (Whatmann N°2), concentrado sob vácuo 

(Rotoevaporador Büchi, B-480, EUA), a 40 ºC, até metade do seu volume original e, a seguir, 

resfriado overnight a 10°C. O sedimento formado foi separado por filtração (Whatmann N°2), 

dessecado a 37 °C (Biomatic, 1305) por 24 h e codificado como FUT1. 

Fracionamento aquoso à frio 

Aproximadamente 50 mg do FUT 1 foram colocados em tubo Falcon e adicionados de 

10,0 ml de água purificada. A preparação foi sonicada durante 10 min (Elma Transonic 460), 

agitada em agitador Vórtex (Q-220 Quimis, São Paulo, Brasil) por 2 min, até completa 
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homogeneização O homogeneizado foi centrifugado a 5000 G (Janetzki T32A, Berlim, 

Alemanha) durante 20 min. O procedimento foi repetido pelo menos dez vezes. Os 

sobrenadantes foram reunidos, congelados a 4 ºC, liofilizados logo a seguir (Edwards, 

Modulyo, 4K) por fim codificados como FUT2. Foi obtida uma massa de 23 mg. 

Fracionamento aquoso à quente 

O resíduo resultante do Fracionamento aquoso à frio foi tratado de igual forma como 

descrito no item Fracionamento à frio, contudo, utilizando água a 60 ºC. Os sobrenadantes 

foram reunidos, congelados, liofilizados e codificados como FUT3. Foram obtidos 12 mg. 

Fração insolúvel 

As fases insolúveis resultantes das etapas Fracionamento aquoso à frio e 

Fracionamento aquoso à quente após filtração foram reunidas, congeladas a 4 ºC, liofilizadas 

da forma usual e codificadas como FUT4. A massa obtida foi de 15 mg. 

Purificação por adsorção em PVPP 

Uma amostra de 90 mg FUT1 foi dispersa com 400 ml de água purificada, agitada 

magneticamente (300 rpm) durante 1 h até completa homogeneização. À mistura foram 

adicionados 20 g de PVPP (Divergan F, BASF). A preparação novamente agitada 

magneticamente por 1h, filtrada primeiramente sob vácuo (Whatmann N°2) e depois através de 

membrana PTFE de 0,45 m (Milipore). O filtrado foi congelado a 4 ºC e liofilizada do modo 

usual. O produto resultante foi codificado como FUT-PVPP. Foi obtida uma massa de 32 mg.  

Análise de Infravermelho com transformada de Fourier 

Amostras de 5 mg das frações FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP foram 

analisadas na faixa de 4000–600 cm 
−1

, com resolução de 4 cm
-1

 e 40 acumulações, em 

espectrofotômetro de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, Shimadzu DR-8001, 

EUA).  

Caracterização dos polifenóis por CLAE-DAD 

Para a caracterização do perfil de polifenóis das amostras FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e 

FUT-PVPP foi utilizado método de CLAE em fase reversa (Pavei et al. 2010), com detecção em 

244, 280 e 325 nm, empregando rutina, ácido cafeico e ácido clorogênico como substâncias de 

referência (Sigma Aldrich, EUA). As amostras foram caracterizadas na concentração de 5 

mg%. Polifenóis presentes nas diferentes frações foram preliminarmente identificados pelos 

respectivos tempos de retenção e analogia entre os espectros UV. Os ensaios foram realizados 

a 23 ºC, em triplicata. 

Análise das Frações Obtidas em Espectrofotômetro de Ultravioleta-Visível 

 Os espectros foram obtidos foi no intervalo de 180-820 nm, utilizando cubetas de 

quartzo de 1 cm de caminho óptico (espectrofotômetro HP Agilent 8452A-DAD) e o 

processamento de dados com software Chemstation (versão A09.01). As concentrações de 

trabalho foram as mesmas utilizadas tanto no teste antifúngico e na obtenção das frações. 
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Determinação do teor de polifenóis por espectrofotometria UV-AlCl3 

Soluções de FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP em água foram preparadas de 

modo a corresponder a uma faixa de concentração de 6 g/ml a 33 g/ml. As absorvâncias 

foram lidas em seis pontos equidistantes e o teor de flavonoides calculado utilizando quercetina 

como substância de referência. Cada ensaio foi realizado em triplicata. 

Curva e calibração. Foi preparada utilizando seis soluções metanólicas na faixa de 

concentração de 6,0 a 30 μg/ml, em triplicata. A absorvância foi lida em 425 nm, 30 min após 

adição de 1,0 ml de solução metanólica de AlCl3 0,5%, acidificada com HCl 1N (Pękal e 

Pyrzynska, 2014). 

Micro-organismos de ensaio 

 Três isolados clínicos de C. tropicalis (72A, 72P e 57A), dois de C.albicans 
(ATCC18804 e CA01), um de C. glabrata (RL26), um isolado de C. parapsilosis RL36 
pertencente ao micoteca do Laboratório de Micologia Aplicada da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul (UFRGS) - Brasil, foram utilizados neste estudo. 
 
Teste de avaliação antifúngica – Concentração inibitória mínima (CIM) 

Soluções na faixa de concentração de 500 para 0,98 ug/mL foram preparadas em água 

na concentração de 1 mg/mL, exceto para FUT1 e FUT4, quando foi utilizada a solução de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth, Brasil) a 1% como solubilizante. As concentrações inibitórias 

mínimas foram determinadas pelo método de microdiluição em caldo de acordo com o 

protocolo M27-A3 (CLSI,2008), utilizando placas de 96 poços. O valor de CIM foi definido como 

a menor concentração da amostra capaz de não apresentar crescimento visual. 

Adicionalmente, o potencial efeito antifúngico da solução de DMSO a 1% foi testado em 

separado. Foi utilizado controle positivo para averiguação do crescimento dos micro-

organismos e como controle negativo apenas a presença de RPMI 1640 (Gibco, New York, 

USA). O ensaio foi efetuado em duplicata. 

Teste de Dano Celular por MTT 

Após o tempo de incubação e avaliação visual do CIM, leitura colorimétrica foi realizada 

com suspensão MTT (sal de tetrazólio 3- (4,5- dimethylthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) e o 

percentual de dano celular (DC%)  foi calculado segundo a equação: 

DC%=  1 – [(A570nm – A690nm com a fração) / ( A570 nm – A690nm sem a fração)] x 100, 

Onde a absorvância com a fração é o poço de interesse e a absorvância sem a fração 

são os poços controle de crescimento.  

Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o teste T seguido do teste de Tukey 

(Minitab 16, EUA). Resultados com valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

diferentes.  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Fracionamento dos Extratos 

No presente trabalho evitou-se o uso de solventes orgânicos como meio de fracionar e 

purificar a fração de UT insolúvel em água (FUT1). O tema foi motivo de trabalhos anteriores 

(Verza et al. 2008, Borré 2010), que visaram o uso de água a diferentes temperaturas e de 

PVPP como forma de purificar de extratos de UT ricos em polifenóis. 

A comparação visual das diferentes frações mostra graduações de cor claramente 

diferentes, provavelmente devidas a concentrações diferentes de polifenóis, tidos como as 

responsáveis pela coloração características dos extratos de casca de UT. 

 

Figura 3. Comparação visual da graduação de cor de soluções metanólicas a 5% de 

FUT3, FUT1 e FUT-PVPP respectivamente. 

Análise por CLAE-DAD 

Os cromatogramas por CLAE-DAD referentes às amostras FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e 

FUT-PVPP, obtidos em 244 nm; 280 e 325 nm  são apresentados na figura 4 e 5, 

respectivamente. 

 

A 

B 

C 

D 

E 
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Figura 4 – Cromatogramas por CLAE-DAD das frações , em 244 nm. (A) FUT1 (B) FUT4 (C) 

FUT3 (D) FUT-PVPP (E) FUT2 

 

Figura 5. [A] FUT1; [B] FUT3; [C] FUT-PVPP monitorados no comprimento de onda 280 nm e 

325 nm respectivamente. 

Os cromatogramas das diferentes frações mostraram diferenças evidentes nos três 

comprimentos de onda de 244, 280 e 325 nm. As frações FUT1, FUT2, FUT3 e FUT4 se 

caracterizam por apresentarem uma protuberância ou bulge, formada por um conjunto 

complexo de picos na faixa de tempo de retenção (TR) de 20 e 30 min de corrida. Esse 

conjunto responde a uma elevada concentração de taninos e antocianidinas em extratos de U. 

tomentosa (Moraes et al. 2015). Observa-se que essa característica é ausente na FUT-PVPP, 

o que foi atribuído à complexação inespecífica, principalmente, de taninos e antocianidinas pelo 

polímero (Laborde et al. 2006; Verza et al. 2008).  

Adicionalmente, para as cinco amostras analisadas foram detectados pelo menos dez 

picos majoritários simples, comuns a todas elas, exceto no caso da FUT4. Nesta fração, 

derivada das frações FUT2 e FUT3, os picos 5 e 6, com TR 16 e 17 min, mostraram estar 

ausentes, não assim nas respectivas frações que lhe deram origem nem no FUT1, nem FUT-

PVPP (Tabela 1). Quando comparadas as magnitudes das áreas integradas dos principais 

picos, FUT2 mostrou picos discretos mais intensos do que FUT1 ou a FUT4.  

Tabela 1. Áreas dos principais picos nas frações FUT1, FUT2, FUT3 e FUT4 e FUT-PVPP, 

monitorados por CLAE-DAD em 244 nm 

Amostra Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7 Pico 8 Pico 9 Pico 10 

FUT1 2049619 916951 1036892 75866 388183 559192 2093354 98829 116686 184811 

FUT2 5541765 1084838 484284 768868 1905711 2036303 3384346 3384346 174000 145539 

FUT3 5313085 2012138 206912 1698955 103122 275242 2044194 20222 35035 44320 

FUT4 1211074 534438 256947 159094 ≈0 ≈0 757929 68288 12677 7009 

FUT-PVPP 528722 2731645 1332987 1532423 903462 672911 1537296 142884 21547 11822 
           

 

No caso específico da fração FUT-PVPP a ausência do conjunto de picos após 20 min 

de TR refletiu-se na obtenção de uma fração de cor amarelo clara. Concomitantemente, 

observou-se diminuição das áreas dos principais picos dessa fração, indicando a sua inclusão 

na matriz formada pela PVPP e, portanto, sua remoção pela filtração subsequente. Partindo do 

pressuposto que a vários desses picos lhes foi atribuída natureza polifenólica (Cabral et al. 

2010), ambos fatores parecem estar relacionados com a adsorção inespecífica de polifenóis 

pela PVPP, independentemente da massa moleculares desses (Verza, 2008). Segundo Dong 

et al (2011), a adsorção pela PVPP de polifenóis depende diretamente do número de grupos 

hidroxila e de a massa molecular do polifenol ser elevada. Dessa maneira, a adsorção dos 

taninos e antocianidinas são preferenciais a outros componentes presentes nas frações obtidas 

como fica evidente no cromatograma da FUT tratada com PVPP. Contudo, há evidências de 
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que flavonoides de menor massa molecular, como quercetina e catequina, também são 

adsorvidos na PVPP, dependendo do pH do meio (Durán-Lara et al. 2014). Nesse caso, a 

complexação é favorecida pelas distâncias moleculares entre as hidroxilas fenólicas da 

quercetina e o grupamento amida da PVPP, assim como pela interação hidrofóbica entre anéis 

aromáticos do polifenol e a cadeia polivinílica da PVPP. No presente caso, uma situação similar 

parece ocorrer em relação ao pico com retenção de 26 minutos, identificado como quercetina 

por co-eluição e similitude entre espectros UV-Vis. Esse pico ocorre em todas as frações 

analisadas, exceto na fração FUT-PVPP., ocorre uma preferência de retirada desses 

oligômeros em detrimento dos monômeros.  

Para fração FUT3, a área dos picos detectados após 20 min foi menor e melhor 

resolvida, quando comparada à FUT1. Este fato sugere concentração e riqueza menores em 

FUT3, refletindo-se em picos simples mais discretos, como consequência dos dois processos 

de extração aplicados. A análise comparativa dos mesmos picos observados em FUT4 e FUT1, 

tende a corroborar a permanência dos polifenois de alta massa molecular na primeira delas, 

após as sucessivas extrações com água fria e água quente.  

 

Análise por Infravermelho 

Todas as análises de infravermelho assemelham-se aos espectros de absorção típica 

de polifenóis, como anteriormente relatado (Heneczkowski  et al. 2001) (Figura 6) 

O espectro da FUT1 mostrou uma banda forte em 3340 cm
-1

 (OH estiramento), 1606 

cm
-1

 (estiramento C=C do anel, característico de compostos fenólicos), 1445 cm
-1

 ( C=C 

aromático) e 1065 cm
-1

 (anel aromático C-H), coincidentes com o relatado na literatura (Moraes 

et al. 2015). Já a FUT2 apresentou acréscimo de duas bandas em 1695 cm
-1

 e 1519 cm
-1 

que 

correspondem a cetona aromática e estiramento vibracional de anéis aromáticos, 

conjuntamente com outras alterações menores. A FUT-3 demonstrou um espectro com melhor 

resolução dos as absorções predominantes, destacando-se a absorção em 1518 cm
-1

, também 

observado em FUT2 e FUT4. O espectro da fração FUT4 mostrou ser similar ao observado 

para FUT1, contudo, com uma melhor resolução. Destaca-se a absorção em 1518 cm
-1

 que é 

coincidente nos espectros de FUT2, FUT3, mas não com FUT1, assim como a banda em 1281 

cm
-1

 que está ausente em FUT4, mas que é observada em FUT1. 

De modo geral, os espectros revelaram a presença predominante dos mesmos 

grupamentos funcionais composições nas frações FUT1, FUT2, FUT3 e FUT4, entretanto, com 

composições qualitativas diferentes, como o sugerem os deslocamentos das bandas de 

absorção de 3340 cm
-1 

 para 3306 cm
-1 

 e de 1606 cm
-1 

para 1615 cm
-1

, provavelmente 

associadas ao conteúdo fenólico nas diferentes frações. Da mesma forma, a diminuição da 

absorção em 1615 cm
-1

 (C=O ) e 1695 cm
-1

 (C=C ) em FUT2 sugere uma contribuição 

diferenciada do grupamento C=C aromático em relação às carbonilas.  

O tratamento com PVPP objetivou a remoção, ainda que parcial e até inespecífica, de 

polifenóis, reduzindo assim o número de substâncias associadas à atividade antifúngica 

relatada por Moraes et al (2015). O espectro de FUT-PVPP mostrou diminuição da banda 

apresentada próximo a 1065 cm
-1

, assim como o surgimento de bandas adicionais em 1423 

cm
-1

, 1462 cm
-1 

e 1494 cm
-1 

e troca do estiramento em 1606 cm
-1 

por uma banda de mesma 

intensidade em 1644 cm
-1

. Considerando que o espectro da PVPP mostrou absorção em 1644 

cm
-1

, 1494 cm
-1

, 1462 cm
-1

, 1422 cm
-1

 e 1290 cm
-1

 (Fig. S1), características da PVPP, as 

alterações acima relatadas foram atribuídas à formação de um complexo polifenol-PVPP.  
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Figura 6 – Espectro de Infravermelho das frações FUT-PVPP, FUT3, FUT1, FUT2 e FUT4. 

 

 

Análise das Frações Obtidas em Espectrofotômetro na região do Visível 

 Os espectros das frações FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP foram obtidos de 

soluções metanólicas, mantendo mesma concentração  de amostra, 500 g/ml (Figura 7). 

 

Figura 7. Espectro UV-Vis das frações obtidas na concentração de 500 g/ml.  

 Os espectros de FUT-1 e FUT-2, mas principalmente os referentes a FUT4 e FUT3 

mostraram ser sobreponíveis ao longo da região de 200-600 nm. Isso corrobora a similitude 

observada nos respectivos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD. De modo contrário, a FUT-

PVPP diferiu notadamente dos demais espectros, mostrando baixa absorção acima de 340 nm, 

o que coincide com a fraca coloração dessa fração. Mais ainda, a razão 2,24:0,6 entre as 
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absorbâncias medidas em 234 e 286 nm e a própria localização dos máximos de absorção 

diferiram claramente da mesma razão e dos máximos observados nas outras frações. Isso 

reflete uma alteração tangível na composição dessas frações quando tratadas com PVPP.  

Determinação do teor de polifenóis por espectrofotometria UV- AlCl3 

Para a determinação do teor de polifenóis foi selecionada a quercetina por esse ser um 

flavonoide de distribuição ubíqua no reino vegetal e frequentemente utilizada como substância 

de referência (Mammen et al. 2012). A relação entre absorção e concentração de quercetina 

tratada com AlCl3 mostrou ser linear na faixa de concentração analisada, permitindo a obtenção 

da equação linear pelo método dos quadrados mínimos (Minitab 16).  

Y= 0,0606x + 0,0446 (R
2
 0,9967),  

onde Y = unidades absorção (UA); e x= concentração (g/ml). 

A aplicação dessa equação no cálculo do teor de polifenóis nas diferentes frações de 

UT  resultou em teores marcadamente diferentes (Tabela 2). 

 

Tabela 2- Determinação do teor de polifenóis nas frações FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e 

FUT-PVPP de casca de Uncaria tomentosa, mediante formação de complexo com AlCl3 

 Concentração 

amostra (g/ml) 

Concentração 

polifenóis (g/ml) 

Teor de percentual 
de polifenóis na 

amostra (%) 

FUT1 250,0 13,56±3,44 33,9±8,6 
FUT2 250,0 4,18±2,08 10,4±5,2 
FUT3 250,0 2,28±0,13 5,7±0,3 
FUT4 250,0 9,45±0,04 23,6±0,1 
FUT-PVPP 250,0 0,04

a
 0,103

a
 

(a) Absorção relativa apenas à primeira diluição, em função do baixo teor de polifenóis na 

fração. 

 

 Corroborando com os dados obtidos nas  análises por CLAE-DAD e FT-IR, 

FUT-PVPP apresentou o menor teor de polifenóis entre todas as demais frações. De modo 

contrário, FUT1 foi a fração com maior teor desses compostos.  

Qualitativamente, os espectros foram bastante parecidos na região 200-280 nm, 

provavelmente, devido à sobreposição de absorções de múltiplos componentes. De modo 

contrário, acima de 280 nm as frações mostraram clara diferença espectral. Em princípio, a 

formação de complexos polifenol-AlCl3 resulta em deslocamentos batocrômicos e 

hipercrômicos das absorções originais, que servem como um meio de quantificar o teor dos 

polifenóis na amostra analisada. Esse princípio tem se aplicado, principalmente, aos 

flavonoides, ao se formar complexos do íon Al
3+

 com a carbonila em C-4 e a hidroxila fenólica 

em C-5 ou C-3 grupos (Woisky e Salatino, 1998; Pękal e Pyrzynska, 2014). Contudo, a reação 

não é específica, uma vez que também pode ocorrer a formação de complexos 

multimoleculares entre Al
3+

 e hidroxilas fenólicas de moléculas de polifenóis diferentes, que não 

apenas as de flavonoides. 

As antocianidinas de UT, especificamente, costumam mostrar máximos de absorção em torno 

de 550 nm. A conjunção com as análises por CLAE-DAD, os resultados sugerem que o teor de 

antocianidinas é menor nas amostras FUT2 e FUT3, permanecendo em grande parte na fração 
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mais insolúvel FUT4. Entretanto, outros polifenóis, além das antocianidinas, também podem 

mostrar um comportamento análogo. 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Os resultados do ensaio de Concentração Inibitória Mínima mostram valores no 

intervalo de 32,5 a 250 g/ml para apenas uma das cepas, as demais cepas testadas não 

apresentaram inibição frente às diferentes amostras (Tabela 3) 

 

Tabela 3. Valores de CIM para espécies de Candida spp., determinados para as frações FUT1, 

FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP 

 C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis C. albicans 

 RL26 RL36 72A 72P 57ª ATCC18804 CA01 
FUT1 >500

a
 >500 >500 >500 31,25 >500 >500 

FUT2 >500 >500 >500 >500 31,25 >500 >500 
FUT3 >500 >500 >500 >500 62,5 >500 >500 
FUT4 >500 >500 >500 >500 250 >500 >500 

FUT-PVPP >500 >500 >500 >500 31,25 >500 >500 
a Todos os valores de CIM foram expressos em g/ml 

 

Nos casos em que o  DMSO a 1% foi utilizado como solvente de amostras, não foi 

evidenciada qualquer inibição contra as cepas quando testado isoladamente. Dessa forma, é 

possível ordenar a atividade antifúngica como: FUT1=FUT2=FUT-PVPP>FUT3>FUT4. 

Considerando os resultados por CLAE-DAD, FT-IR, UV e UV-AlCl3, assim como a 

atividade sobre C. tropicalis 57A, é possível propor algumas relações envolvendo polifenóis de 

maior massa molecular, incluindo taninos e antocianidinas. Assim esse grupo de substância 

parece ter uma participação minoritária na atividade antifúngica, visto que a fração FUT4, 

caracterizada por um elevado teor desta classe de polifenóis, apresentou o menor valor de 

CIM. De modo contrário, a fração FUT3 que possui ainda uma quantidade desses compostos 

mostrou um valor de CIM duas vezes maior do que FUT1, FUT2 e FUT-PVPP.  

O resultado obtido com FUT-PVPP merece especial atenção, uma vez que implica uma 

atividade antifúngica equivalente a FUT1 e FUT2, apesar, porém, de uma fração significativa 

de polifenóis ter sido removida mediante adsorção com PVPP. Se confirmado, esse resultado 

reduz grandemente o leque das possíveis substâncias antifúngicas.  

 

Teste de Dano Celular por MTT 

O teste de dano celular apresentou resultado equivalente ao CIM apenas para a FUT1, 

para as demais frações não foi observado prejuízo celular, pelo contrário, ocorreu acréscimo no 

crescimento. 
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Figura 9. Dano celular (%) para as amostras FUT1, FUT2, FUT3, FUT4 e FUT-PVPP. 

Nesse trabalho fica evidente que para as amostras FUT1, FUT2, FUT3 e FUT-PVPP 

demonstraram uma inibição do crescimento, porém quando comparado com o teste de dano 

celular, apenas a fração FUT1 parece de acordo com a CIM. As demais frações mesmo com o 

valor de CIM especificados anteriormente não corroboram com os resultados encontrados pelo 

dano celular. 

Uma possível explicação para essa aparente incongruência envolve o princípio do 

método e a presença de polifenóis de alta massa molecular. O principio do método baseia-se 

formação dos cristais de formazan mediante redução do sal tetrazólico MTT pela ação da 

enzima succinato desidrogenase presente nas mitocôndrias das células vivas.  

No presente trabalho, a maior quantidade de taninos e antocianidinas observada em 

FUT1, FUT3 e FUT4 está relacionada com danos bastante diferentes. Uma vez que essas 

frações apresentaram composição química semelhante, é possível que ocorra interação 

formação dos cristais de formazan. Observa-se também que essas frações absorvem em 570 e 

690 nm, consequentemente, esse fato poderia falsear a absorvância hipoteticamente atribuída 

a um aumento da produção dos cristais, levando a resultados pseudo-negativos. Alguns 

trabalhos na literatura indicam que alguns compostos fenólicos, ou com potencial antioxidante, 

podem reduzir o MTT ao sal de formazan sem a presença de células (Bruggisser et al.2002). 
Em outro estudo foi demonstrado que além dos compostos acima mencionados também ocorre 

interferência por taninos, principalmente, pelo grupamento orto-fenólico presente em muitos 

dos taninos e polifenois (Wisman et al. 2008). Entre esses polifenois, a quercetina e o 

campferol possuem esse grupamento na posição C-3 e, portanto interagiriam com o MTT.  

Levando em conta essas interações, a fração FUT-PVPP não tem nem a quercetina, 

nem os dímeros de antocinidinas que reagem com o MTT deslocando-o. Possivelmente 

possuam outro derivado de flavona na fração, ou o polímero adsorvente utilizado na purificação 

da amostra interaja com o MTT. A análise por espectrofotometria UV-VIS da mistura de MTT e 

PVPP na razão 1:1, como pode ser observado na Figura 10, mostrou deslocamento 

hipercrômico no espectro UV-Vis, o que pode explicar os grandes desvios encontrados nos 

valores de dano celular com as amostras purificadas com PVPP. 
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Figura 10. Espectros UV-Vis do MTT, MTT reduzido e MTT-PVPP. 

 

CONCLUSÕES 

O fracionamento conseguiu separar as diferentes frações insolúveis em água sem a 

utilização de solventes orgânicos ou resinas; 

A PVPP foi eficaz na retirada da fração de polifenóis de maior massa molecular, como 

ficam evidentes com as análises de CLAE-DAD e UV-Vis. O método, contudo, mostrou ser 

inespecífico no que tange a polifenóis de menor massa molecular;  

 Não foi evidenciada uma relação contundente entre atividade antifúngica e a 

composição das diferentes frações, exceto um isolado, especificamente, C. tropicalis 57A,  

Os valores de CIM e de dano celular utilizando MTT mostraram ser discrepantes, 

sugerindo-se uma interação entre os componentes polifenólicos e a formação de cristais de 

formazan; 

Extratos brutos ou frações ricas em compostos provenientes de plantas podem alterar 

os resultados de testes com MTT, o que sugere a necessidade de testes de comprobatórios 

preliminares. 
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