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RESUMO
As sementes de Chenopodium quinoa (quinoa) sdo conhecidas pelo seu elevado teor

de proteina bem como de saponinas. Quimicamente as saponinas de quinoa sdo
triterpenos sendo acido fitolacagénico, hederagenina, acido oleandlico e acido
serjanico, as agliconas mais comumente encontradas. Para as saponinas de quinoa
existem relatos contraditorios de atividade imunoadjuvante. Complexos
imunoestimulantes tém sido bastante estudados nos ultimos anos por atuarem como
carreadores de antigenos. Esses complexos sdo constituidos, de saponinas, colesterol,
fosfolipidios e um antigeno (ISCOM); na auséncia de um antigeno sdo denominados
de matrizes ISCOM. Para as saponinas de quinoa a possibilidade de formacédo de
matrizes ISCOM ndo esta completamente elucidada. Esse trabalho teve como objetivo
a caracterizacdo quimica das principais saponinas presentes nas sementes de C. quinoa
bem como a avaliacdo das atividades antifungica e imunoadjuvante. Agregados
micelares formados por auto-associagdo das saponinas, bem como 0s complexos
formados quando da formulacdo com colesterol e fosfatidilcolina também foram
avaliados. O método de purificagdo das saponinas de quinoa utilizando resina
poliaroméatica permitiu a obtencdo de duas fracdes saponosidicas principais
denominadas FQ70 e FQ90. Nessas fragdes foram caracterizadas dez saponinas
triterpénicas bidesmosidicas pela técnica de UPLC/Q-TOF-MS. Um método por
CLAE foi desenvolvido e validado para a determinacdo do conteudo de saponinas nas
fracdes de quinoa. A atividade antifungica das fracdes de quinoa foi avaliada pelo
método da microdiluicdo em placa para a determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM). As fragdes foram inativas frente a todas as leveduras avaliadas. No
entanto, todos os fungos dermatdfitos testados foram suscetiveis as fracdes de quinoa.
Os agregados formados por auto-associacdo das saponinas em solugdo aquosa bem
como as nanoestruturas formadas ap6s a complexacdo das saponinas de quinoa com
colesterol (CHOL) e fosfatidilcolina (PC) foram estudados em diferentes proporcoes.
As técnicas de espalhamento de luz dindmico (DLS) e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) demonstraram estruturas esféricas e micelas filiformes. Em
condigdes experimentais similares aquelas relatadas para a formagdo de matrizes

ISCOM de saponinas de Quillaja saponaria, foram observadas estruturas tubulares e



micelas anelares. A composicao de saponinas das fraces de quinoa parece determinar
0 tipo de nanoestrutura observada por MET. A toxicidade das fragcdes de quinoa foi
avaliada pela determinacdo da atividade hemolitica, toxicidade frente a Artemia salina
e toxicidade aguda em camundongos. FQ70 foi praticamente atoxica frente a A. salina,
no entanto, FQ90 apresentou toxicidade. Ambas as fragdes de quinoa foram menos
hemoliticas quando comparadas com Quil A (extrato purificado Q. saponaria). Para
avaliar a atividade imunoadjuvante camundongos foram imunizados somente com
ovoalbumina (OVA) ou com OVA e os adjuvantes Quil A (adjuvante controle), FQ70
ou FQ90. Hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) foi avaliada 28 dias apds o priming.
A proliferacdo de esplendcitos com os mitégenos Concanavalina A (Con A)-,
lipopolissacarideo e OVA, foi avaliada 28 dias p6s priming. Ambas as fracGes de
quinoa promoveram um estimulo da resposta imune humoral e celular, porém de

forma diferenciada.

Palavras-chave: Chenopodium quinoa, saponinas, antifungico, UPLC/Q-TOF-MS,

colesterol, fosfatidilcolina, imunoadjuvante, toxicidade



ABSTRACT
Chenopodium quinoa (quinoa) seeds are a rich protein source and well-known for their

high saponin content. Chemically, quinoa saponins are triterpene glycosides being
phytolaccagenic, hederagenin, oleanolic and serjanic acids the most common
aglycones found in seeds. Its immunoadjuvant properties have been examined and the
results obtained were conflicting. Mixed micelles composed of saponin, cholesterol
and phospholipids, either containing antigen (ISCOM) or not (ISCOM matrix), have
been under intensive development in recent years due to their ability to act as antigen
presenting-carriers with remarkable immunostimulating properties. The formation of
ISCOM or other clearly defined micellar structures with quinoa saponins remained
uncorroborated. The objectives of this study were the chemical structure
characterization of main saponins present in C. quinoa seeds and the evaluation of
antifungal and immunoadjuvant properties related to them. Also, micellar aggregates
formed by self-association in aqueous solutions by quinoa saponins as well as
nanostructures formed after their complexation with cholesterol (CHOL) and
phosphatidylcholine (PC) were evaluated. The separation method of quinoa saponins
using a polyaromatic resin allowed the preparation of two purified and enriched
fractions, FQ70 and FQ90. Ten triterpenic saponins were chemically characterized by
UPLC/Q-TOF-MS in quinoa saponin fractions. A LC-method was developed and
validated aiming the saponin content assay in quinoa saponin fractions. The antifungal
activity of quinoa fractions was evaluated by broth microdilution method for the
determination of the minimal inhibitory concentration (MIC). Both fractions were
inactive against all yeasts tested. However all dermatophyte fungi were susceptible to
quinoa saponin fractions. The aggregates formed by self-association in aqueous
solutions by two quinoa saponin fractions, as well as several distinctive nanostructures
formed after their complexation with cholesterol and phosphatidylcholine at different
ratios were studied. Dynamic Light Scattering (DLS) and Transmission Electron
Microscopy (TEM) showed novel nanosized spherical vesicles formed by self-
association and worm-like micelles in quinoa saponin fractions. When experimental
conditions, similar to those reported for the preparation of Quillaja saponaria ISCOM

matrices, tubular and ring-like micelles arose from quinoa saponin fractions. The



saponin composition of quinoa fractions seems determines the nanosized structures
viewed by TEM. The toxicity of quinoa fractions were assayed by haemolytic, toxicity
to brine shrimps, and acute toxicity in mice tests. FQ70 was almost atoxic however,
for FQ90 presented toxicity against shrimps. The quinoa saponin fractions were less
haemolytic than Quil A (purified extract from Q. saponaria). To evaluate
immunoadjuvant activity, mice were immunized subcutaneously with ovoalbumin
(OVA) alone or adjuvanted with Quil A (adjuvant control), FQ70 or FQ90. Delayed-
Type Hypersensitivity (DTH) were assayed 28 days post-priming and Concanavalin A
(Con A)-, Lipopolysaccharide-, and OVA-stimulated splenocyte proliferation were
also measured 28 days post-priming. The results suggested that the two quinoa saponin
fractions enhanced significantly the production of humoral and cellular immune

responses to OVA in mice.

Keywords: Chenopodium quinoa, saponins, antifungal, UPLC/Q-TOF-MS,

cholesterol, phosphatidylcholine, immunoadjuvant, toxicity
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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, a presente tese de doutorado foi redigida na forma de capitulos e encontra-se

organizada da seguinte forma:
e Introducédo e Relevancia do Tema
e Objetivos: geral e especificos
e Referencial tedrico

e Capitulos 1 a 4: artigos submetidos ou aceitos para publicacdo, a exce¢do do

capitulol; acompanhados dos anexos pertinentes
e Discussdo Geral
e Conclusoes

e Referéncias Bibliogréaficas



INTRODUCAO E
RELEVANCIA DO TEMA







A busca de novas matérias primas como fonte de compostos bioativos néo-
toxicos, bem como a implementagdo de processos tecnoldgicos que visem a obtencdo
de produtos de qualidade assegurada e maior valor agregado, sdo objetivos
amplamente incentivados nas Ciéncias Farmacéuticas. No ambito de produtos naturais,
um exemplo disso € a obtencdo de fracdes purificadas de composicdo definida e
padronizada, que garantam uma maior constancia biolégica, o incremento do teor dos

constituintes de interesse, associado a reducdo de compostos indesejaveis.

As saponinas constituem um grupo de substancias caracterizado pelas
propriedades anfifilicas, responsaveis em grande parte pela sua utilizagdo como
adjuvante farmacéutico na formulacdo de medicamentos, vacinas veterinarias,
cosméticos e na preparacdo de reagentes para analises clinico-laboratoriais. Também
encontram emprego no segmento alimenticio e na producdo de bebidas (MITRA;
DUNGAN, 1997; KAUFFMANN, 2002).

A espécie selecionada para este trabalho, Chenopodium quinoa Willd ou
quinoa, é cultivada sistematicamente em varios paises andinos; no Brasil ha relatos de
introducdo para a espécie via EMBRAPA (SPEHAR; SANTOS, 2002). As sementes
sdo utilizadas na alimentacdo humana como fonte de proteinas e carboidratos, ao
mesmo tempo que apresentam elevado teor de saponinas (MADL et al., 2006), sobre
as quais existem estudos, alguns controversos, quanto as propriedades
imunoadjuvantes. Por outro lado, existem estudos sobre sua potencial atividade
antifingica (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTIN, 2008).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos e antifungicos, apresenta-se como
uma perspectiva devido ao surgimento de microrganismos resistentes e de infecgcoes
oportunistas associadas a AIDS, a quimioterapia anti-neoplasica e a transplantes de
orgdos (FRITZ et al., 2007; OSTROSKY et al., 2008). Com relacdo a patogenos
humanos, existe relato de atividade antifungica das saponinas C. quinoa somente
contra Candida albicans, revelando o potencial da pesquisa de tal atividade biologica

para saponinas da espécie vegetal em questao.
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A importancia de fontes alternativas de saponinas com atividades
imunoadjuvantes vem ao encontro a obtencdo de um produto com valor agregado no
desenvolvimento de vacinas. A avaliacdo do potencial imunoadjuvante de saponinas
de outras espécies vegetais, além de Quillaja saponaria, se justifica tendo em vista as
limitacbes atreladas as saponinas dessa espécie, em particular, a complexidade
estrutural, toxicidade, efeito hemolitico e instabilidade em meio aquoso. Fatos esses
que restringem a sua utilizagcdo em vacinas para uso humano (SUN et al., 2005;
RAJPUT et al., 2007; SUN et al., 2007). Nesse sentido, surgem como perspectiva de
investigacdo as saponinas de C. quinoa, para as quais hd um unico relato da formacéo
de estruturas porosas quando em associagdo com colesterol e fosfolipidios, dando
indicios da formacdo de ISCOMs (complexos imunoestimulantes) (BOMFORD et al.,

1992). Afora essa referéncia, nenhum estudo foi realizado visando aprofundar o tema.

22



OBJETIVOS







Objetivo geral

Obter e caracterizar fragdes purificadas de saponinas de C. quinoa e avaliar a
formacdo de matrizes do tipo ISCOM com colesterol e fosfatidilcolina, bem como

avaliar a atividade antifingica e imunoadjuvante das fracdes obtidas.

Objetivos Especificos

i) Estabelecer técnicas padronizadas para a extracdo e caracterizacdo tecnoldgica

do extrato bruto de sementes de quinoa;

i) Desenvolver processos de purificacdo em fase solida e por ultrafiltracdo

tangencial, para obtencéo de fracGes purificadas de saponinas;

iii) Desenvolver e otimizar método analitico por CLAE visando a caracterizacao e
quantificacdo das principais saponinas presentes no extrato bruto e nas fragoes

purificadas de quinoa;

iv) Avaliar a atividade antifingica das fracGes purificadas em saponinas de C.

quinoa;

v) Caracterizar fisico-quimicamente as fracdes purificadas mediante técnicas de
espalhamento de luz dinamico (DLS), microscopia eletronica de transmisséo

(MET) e determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC);

vi) Avaliar a formacdo de complexos tipo ISCOM das fracdes de saponinas com

colesterol e fosfatidilcolina;

vii) Awvaliar e caracterizar as estruturas coloidais formadas, comparando-as com as

obtidas com saponinas de Quillaja saponaria (Quil A);

viii) Desenvolver método analitico por UPLC/Q-TOF-MS para caracterizar as

estruturas das principais saponinas presentes nas fragdes purificadas;

25



iX) Avaliar a atividade imunoadjuvante das fracGes saponosidicas purificadas,
bem como das formulagGes obtidas por complexacdo com colesterol e
fosfatidilcolina e comparar com a atividade imunoadjuvante das saponinas de

Quillaja saponaria (Quil A);

X) Avaliar a toxicidade das fracdes de quinoa obtidas mediante avaliagdo da

atividade hemolitica, toxicidade frente a A. salina e toxicidade aguda in vivo.

26
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CHENOPODIUM QUINOA - ASPECTOS BOTANICOS E FITOQUIMICOS

Chenopodium quinoa Willd é uma planta da familia Chenopodiaceae, originaria
dos Andes, onde tem sido cultivada com fins alimenticios h4 pelo menos cinco mil
anos. A regido andina em 2009 foi responsavel pela producdo de aproximadamente
70.000 toneladas de quinoa (FAO, 2011).

A espécie € herbacea, anual, com ciclo variavel entre 80 e 150 dias e as
variedades mais tardias atingem cerca de 2,0 m de altura. Os frutos, do tipo aquénio;
sdo pequenos, achatados e sem dorméncia. Por constituirem o material colhido sdo
denominados sementes (SPEHAR; SANTOS, 2002).

Atualmente as sementes de quinoa sdo utilizadas como cereal no preparo de
farinha e de racdo animal, sendo destacado o seu elevado teor de proteina,
aminoacidos, fibras e minerais (ZHU et al., 2002; MADL et al., 2006; NSIMBA et al.,
2008). O gosto amargo das sementes é atribuido as saponinas, que obriga a aplicacéo
de um tratamento prévio de desaponificacdo por lixiviagdo com agua ou remogdo
mecanica do farelo (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; ZHU et al., 2002; MADL et
al., 2006).

O pool de saponinas de sementes de quinoa € bastante complexo, incluindo
mais de 70 estruturas isoladas, identificadas ou apenas detectadas
(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; ZHU et al.,. 2002; MADL et al.,.2006;
KULJANABHAGAVAD et al., 2008). De maneira geral, as saponinas de quinoa sao
triterpenos, mono ou bidesmosidicos, derivados da B-amirina, que apresentam como
principais agliconas a hederagenina e os acidos oleandlico, fitolacagénico e serjanico
(figura 1). Como agliconas minoritarias foram identificados os &cidos 3B-hidroxi-23-
0x0-olean-12-ano-28-oico, 3B-hidroxi-27-0xo-olean-12-ano-28-oico, e 33, 23a, 30B-
triidroxi-olean-12-ano-28-oico. Os acgUcares encontram-se ligados normalmente as
posicdes C-3 e C-28, sendo os mais comuns glicose, galactose e arabinose, no entanto,
acido glicurénico e xilose foram também relatados (MIZUI et al., 1988; 1990; MADL
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et al., 2006; KULJANABHAGAVAD et al., 2008; KULJANABHAGAVAD: WINK,
2009).

R1 R2
Acido oleandlico CH, CH,
Hederagenina CH,OH CH;
Acido fitolacagénico CH,OH COOCH;
Acido serjanico CH; COOCH;

Figura la. Estrutura geral das principais sapogeninas relatadas para C. quinoa.

SAPONINAS - ASPECTOS FARMACOLOGICOS E TOXICOLOGICOS

Entre as atividades atribuidas as saponinas em geral, cabe destacar a antiviral,
antitumoral, antiinflamatdria, hipocolesterolémica, antifingica, sedativa, alelopatica,
inseticida entre outras, considerando as mesmas na forma isolada, em fracGes
erniquecidas ou extratos brutos (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995; KENSIL,
1996; SCHENKEL et al., 2003; AUGUSTIN et al., 2011).

No que tange a atividade antifungica, essa tem sido demonstrada para espécies
do género Phytolacca, especificamente, para saponinas derivadas do acido oleandlico
presentes em P. tetramera, que mostraram atividade frente a leveduras e fungos

30



filamentosos (ESCALANTE et al., 2002). Atividade antifungica frente a Aspergillus
niger e Botrytis cinerea também tem sido demonstrada para o extrato bruto e

saponinas isoladas de Astragalus verrucosus (PISTELLI et al., 2002).

Saponinas isoladas de Panax notoginseng apresentaram efeito inibitorio frente a
Aphanomyces cochlioides, e saponinas de Hedera colchica, derivadas da
hederagenina, demonstraram maior atividade antifingica quando comparadas a outras

saponinas com nucleo triterpénico distinto (SPARG et al., 2004).

Zhang et al. (2005) isolaram e identificaram oito saponinas esteroidais de
Tribulus terrestris que foram ativas frente a cepas de fungos resistentes a fluconazol.
De modo similar, saponinas esteroidais de Solanum chrysotrichum demonstraram
atividade frente a Aspergillus niger, Candida albicans e Trychophytum rubrum
(SPARG et al., 2004). Em particular, a saponina SC-2, obtida de S. chrysotrichum tem
demonstrado atividade distinta contra os dermatéfitos T. rubrum, T. mentagrophytes e
M. gypseum (LOPEZ-VILLEGAS et al., 2009).

No caso especifico de C. quinoa, Woldemichael e Wink (2001) relataram efeito
inibitorio no crescimento de Candida albicans para a fracdo de saponinas totais, na
concentracdo de 50 pg/mL. No entanto, as saponinas isoladamente apresentaram
valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) superiores a 500 pug/mL, sugerindo

um possivel efeito sinérgico entre as saponinas.

Stuardo e San Martin (2008) detectaram atividade significativa contra o
fitopat6feno Botrytis cinerea, responsavel por doencas em parreirais, para as saponinas
de C. quinoa. San Martin et al. (2008) também relatam uma intensa atividade
moluscicida de fragcdes de saponinas de quinoa contra Pomacea canaliculata, doenga

comum que afeta arrozais.

As saponinas de Quillaja saponaria tém sido extensivamente estudadas em
funcdo do efeito imunoadjuvante, antiviral e como promotores da absorcdo de
farmacos (KENSIL, 1996; KAUFFMANN, 2002). A atividade mais pesquisada de Q.
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saponaria, € a imunoadjuvante, em funcdo da capacidade de estimular uma resposta
imune humoral e mediada por células, o que permite sua utilizacdo como adjuvantes
em vacinas (KENSIL, 1996; RAJPUT et al., 2007; RIOS, 2010).

O melhor exemplo de desenvolvimento de um produto com valor agregado a
base de saponinas é a otimizacdo de fracGes purificadas do extrato de Q. saponaria
com atividade imunoadjuvante. Além de Quil A, um extrato padronizado de saponinas
empregado na producdo de vacinas para animais, foram desenvolvidas trés diferentes
fracbes (QH-A, QH-B e QH-C), das quais deriva a fracdo denominada
ISCOPREP™703, composta das fracdes QH-A e QH-C na proporcéo de 7:1 (BARR et
al., 1998; SJOLANDER et al., 2001; PEARSE; DRANE, 2005; RAJPUT et al., 2007,
SUN et al., 2009a; RI1OS, 2010).

Saponinas isoladas de Q. saponaria, como a QS-7, QS-17, QS-18 e,
principalmente, a saponina denominada QS-21, foram avaliadas quanto a atividade
imunoadjuvante. Atualmente QS-21 tem sido considerada aceitdvel para uso em
voluntarios humanos, no entanto, alguns estudos demonstram uma atividade de lise
residual no local da aplicacdo (LEROUX-ROELS, 2010).

Como imunoadjuvante, QS-21 foi testada na fase | no tratamento do melanoma,
em vacinas virais como HIV-1 e citomegalovirus e de parasitoses como a malaria
(SOLTYSIK et al., 1995; KENSIL, 1996; LIU et al., 2002; BERMUDEZ et al., 2007;
PATTNAIK et al., 2007). Varios estudos clinicos tém sido realizados com QS-21, que
tem mostrado resultados satisfatorios em pacientes com diversos tipos de tumores
(DUBENSKY:; REED, 2010). Recentemente, a sintese quimica de QS-21, constituida
por dois isdmeros de xilose ou apiose, tém sido proposta visando obter saponinas com
grau de pureza elevado, quando comparadas as de origem vegetal (RAGUPATHI et
al., 2010).

Fleck et al. (2006) avaliaram a atividade adjuvante das saponinas de Quillaja
brasiliensis na resposta imune ao virus bovino Herpes tipo 1 em camundongos. O

extrato aquoso e uma fracdo purificada de saponinas foram capazes de aumentar a
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resposta imune de maneira comparavel ao observado para Q. saponaria, sendo

observada baixa toxicidade subcutanea.

A atividade imunoadjuvante das saponinas depende da sua estrutura quimica
anfifilica, caracterizada por uma porcdo hidrofilica (cadeia de acucar) e outra
hidrofébica (aglicona). No entanto, as caracteristicas estruturais responsaveis pela
atividade imunoajuvante ainda ndo foram claramente estabelecidas. Assim, no caso
das saponinas de Quillaja o grupamento aldeido ligado a aglicona na posi¢do C4,
assim como os residuos de fucose, parecem exercer uma papel fundamental no
estimulo das respostas imune humoral e celular (SOLTYSIK et al., 1995; KENSIL,
1996; MARCIANI et al., 2000; LIU et al.,2002; OLIVEIRA-FREITAS et al., 2006;
SUN et al., 2009a). Contudo, saponinas de outras espécies vegetais, que nao
apresentam o grupamento aldeido nem fucose, também tém demonstrado forte
atividade imunoadjuvante (SUN et al., 2009a). Saponinas de Panax ginseng, por
exemplo, que sdo de estrutura esterdide, mostraram-se ativas, ainda que diferentes
estruturalmente daquelas da Quillaja (SUN et al., 2005; RAJPUT et al., 2007; SUN et
al., 2007). Adicionalmente, Riveira et al. (2003) observaram que uma vacina contendo
ginseng e hidroxido de aluminio induziu maior producdo de anticorpos ao antigeno
parvovirus, quando comparada a utilizacdo dos adjuvantes utilizados separadamente.
As fracOes de P. ginseng e P. notoginseng contendo ginsenosideos apresentaram uma
resposta imune superior quando co-administradas com albumina bovina em
camundongos. Os autores atribuiram as diferencas na atividade imunoadjuvante as
distintas conformacgbes das saponinas, determinadas pela posicdo e tamanho das
cadeias osidicas (SUN et al., 2005; SUN et al., 2006; SUN et al., 2007). Nesse
sentido, 0 nimero, comprimento e a posicdo das cadeias de agucar parecem exercer

um papel importante na atividade imunoadjuvante (SUN et al., 2009a)

Ainda nessa perspectiva, as saponinas de Glycine max tém sido separadas em
seis ou oito fracdes de sojassaponinas, e sojassapogendis, a Ultima contendo portanto

somente agliconas. Para as sojassaponinas se observou elevada atividade
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imunoadjuvante, sendo que 0 grupo de sojassapogenois apresentou menor atividade
(ODA et al., 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que ndo existe uma relagdo direta entre a
atividade hemolitica das saponinas e o efeito imunoadjuvante (SUN et al., 2009a).
Saponinas pouco hemoliticas, quando comparadas com Quil A, apresentam forte
atividade imunoajduvante. A exemplo pode-se citar as saponinas de Glycine max,
Panax notoginseng, Astragalus membranaceus, Bupleurum chinense e Anemone
raddeana (ODA et al., 2000; SUN et al., 2005; YANG et al., 2005; SUN, 2006; SUN
et al., 2008).

As saponinas de C. quinoa tém sido estudadas quanto as suas propriedades de
incremento da resposta imunolégica. Bomford et al. (1992) avaliaram a atividade
imunoadjuvante e a formacdo de complexos imunoadjuvante (ISCOM) para saponinas
de diversas espécies, dentre elas, Q. saponaria, Gypsophila officinalis, Saponaria
officinalis, Medicago sativa, Glycine max e C. quinoa. Os autores observaram
atividade imunoadjuvante somente para as saponinas de Q. saponaria, G. officinalis e
S. officinalis. No entanto verificaram a formacdo de estruturas porosas para as

saponinas de M. sativa e C. quinoa.

Estrada et al. (1998) avaliaram a atividade imunoadjuvante de saponinas de
quinoa, apds administracdo intragastrica ou intranasal, na indugdo de anticorpos
especificos para a toxina de colera e ovoalbumina. Os autores constataram um
incremento nos niveis de anticorpos IgG, 1gG1, 1gG2a e IgA, quando comparados ao
grupo controle e sugerem que as saponinas de quinoa podem ser empregadas como
imunoadjuvantes em vacinas. Os autores relatam ainda que as doses de saponinas
administradas foram bem toleradas pelos camundongos, que ndo apresentaram estresse

ou lesdes na mucosa.

34



SAPONINAS - PROCESSOS DE PURIFICACAO E METODOS DE ANALISE

A obtencéo de fragbes de saponinas ou saponinas isoladas mediante utilizacdo
de particdo liquido-liquido é um meétodo de purificacdo e isolamento classico na
quimica de produtos naturais. No entanto, esse apresenta desvantagens, como a perda
de compostos mais polares, impacto ambiental e a presenca residual de solventes
organicos na fracdo de interesse, sendo esse Ultimo aspecto problematico para a
realizacdo de estudos bioldgicos ou farmacolégicos (PAVEI, 2004; GUCLU-
USTUNDAG; MAZZA, 2007).

Técnicas de purificacdo de saponinas, diferentes das que empregam a particdo
liquido-liquido, também sédo relatadas na literatura, dentre elas, o fracionamento em
fase sodlida utilizando resinas e métodos cromatograficos (GUCLU-USTUNDAG;
MAZZA, 2007).

S&o descritos ainda para purificagdo de saponinas 0s processos que se utilizam
de membranas filtrantes, como microfiltragdo, ultrafiltracdo e nanofiltragdo. A
diferenca entre eles reside nos limites de corte das membranas. A ultrafiltracdo (UF) é
0 processo adequado para macromoléculas, sendo aplicado na separacdo de proteinas,
beneficiamento/clarificacdo de sucos de frutas, remocdo de enzimas, taninos e
polissacarideos (CARVALHO et al., 1998; YOUN et al., 2004; CASSANO et al.,
2007).

Inicialmente, os métodos de andlise para determinacdo de saponinas em extratos
vegetais foram métodos gravimétricos baseados nas caracteristicas fisico-quimicas ou
bioldgicas, como a capacidade de formacdo de espuma e a determinacdo do indice de
hemdlise. No entanto, muitas saponinas, ndo formam espumas estaveis e resistentes, e
as propriedades hemoliticas dessas estdo relacionadas a caracteristicas estruturais das
moléculas, mas ndo necessariamente a sua concentracdo (OLESZEK, 2002).
Atualmente, s&o preferidos os métodos por CLAE, utilizando colunas de fase reversa
C8 ou C18. O principal problema na andlise de saponinas consiste na detec¢cdo, uma

vez que a grande maioria delas ndo possuem grupos cromaéforos que absorvem acima
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de 210 nm, limitando assim o uso de detectores UV. Do mesmo modo, a detec¢do em
baixos comprimentos de onda é afetada pela pureza dos solventes e por sistemas
gradientes, que comprometem a linha-base (OLESZEK, 2002; OLESZEK; BIALY;
2006). Apesar das limitagcdes apresentadas pela técnica, a mesma continua sendo a de

escolha para analise de saponinas.

Mais recentemente, a utilizacdo da espectrometria de massas acoplada a
métodos por CLAE tem sido empregada para confirmar e caracterizar a presenca de
saponinas em extratos vegetais (OLESZEK, 2002; OLESZEK; BIALY; 2006). Nesse
sentido, trabalhos tém relatado a utilizacdo de técnicas mais avancadas na detec¢do e
quantificacdo de saponinas, como a UPLC/MS (GUAN et al., 2007; FOUBERT et al.,
2010; LI et al.,, 2010; ZHU et al., 2010). A técnica de UPLC proporciona maior
eficiéncia e resolucdo na separacdo dos sinais, diminuindo consideravelmente o tempo
de andlise. Quanto acoplada a espectrometria de massas permite a caracterizacao

estrutural e identificacdo das saponinas presentes (GUILLARME et al., 2008).

ISCOMS E MATRIZES ISCOM
Aspectos gerais

Os complexos imuno-estimulantes, denominados ISCOMs, sdo estruturas
coloidais formadas por saponinas, colesterol, fosfolipidios e um antigeno, mantidos
unidos por ligacdes hidrofobicas, fatores estéricos e ligacdes de hidrogénio. Quando
sdo formulados sem a presenca de antigeno, sdo denominados de matrizes ISCOM
(SUN et al., 2009D).

A formacgéo de ISCOMs foi relatada para as saponinas de Quillaja saponaria.
Os primeiros estudos de vacinas com ISCOMs utilizaram Quil A, uma fracdo
purificada de Quillaja. No entanto, para o desenvolvimento de vacinas de uso humano

fracbes mais purificadas precisaram ser desenvolvidas, a saber, QH-A, QH-B e QH-C
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e ISCOPREP™703 (RONNBERG et al., 1997; BARR et al., 1998; SIOLANDER et
al., 2001; PEARSE; DRANE, 2005; RAJPUT et al., 2007).

A estrutura da matriz ISCOM depende da proporgdo utilizada de saponinas,
colesterol e fosfolipidio. Estruturas esféricas tipo gaiola (cage-like), com diametro em
torno de 40 nm, sdo as mais usuais e sdo aquelas associadas aos termos ISCOMs e
matrizes ISCOM. As caracteristicas estruturais dependem da forma assumida pelas

subunidades e localizagéo dos poros dentro das estruturas (MYSCHIK et al., 2006).

A contribuicdo da morfologia especifica dos ISCOMs na atividade
imunoadjuvante ainda ndo esta esclarecida, uma vez que a capacidade de formar
estruturas tipo gaiola é bastante peculiar das saponinas da Quillaja. No entanto,
saponinas de Medicago, imunologicamente inativas, formam estruturas porosas
similares e, por outro lado, saponinas de Gypsophila e de Saponaria ndo formam
matrizes ISCOM tipicas, mas apresentam atividade imunoadjuvante. Esses fatos
indicam indiretamente que a morfologia ndo €& pré-requisito para a atividade
imunoadjuvante (MYSCHIK et al., 2006).

Song et al. (2009) relatam a formagéo de nanoestruturas denominadas ginsomas
a partir de saponinas de Panax ginseng. Os ginsomas sdo obtidos mediante a utilizagdo
da tecnologia de obtencdo dos ISCOMs e sdo descritos como estruturas esféricas (87-
100 nm) apresentando, no entanto, morfologia distinta das matrizes ISCOM
tradicionais. Contudo, estes foram capazes de aumentar a resposta imune humoral e

celular em camundongos imunizados com ovoalbumina (OVA).

Métodos de preparacéo

Os meétodos para preparagdo dos ISCOMs e matrizes ISCOM diferem
geralmente na pré-dispersdo dos constituintes lipidicos e na utilizacdo de solubilizantes
adicionais. Basicamente, sdo adaptacfes dos meétodos de obtencdo de lipossomas
(MYSCHIK et al., 2006; PHAM et al., 2006). Na literatura, seis métodos tém sido
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descritos (LIANG et al., 2008), sendo o da dialise 0 mais comumente empregado na
preparacdo dos ISCOMs. Esse método envolve a solubilizagdo prévia de colesterol e
fosfolipidios com a ajuda de tensoativos ndo-idnicos (COPLAND et al., 2000;
DEMANA et al., 2004; MYSCHIK et al., 2006; PHAM et al., 2006).

No método da centrifugagdo, as proteinas, colesterol e os fosfolipidios séo
solubilizados usando um tensoativo, na auséncia de saponinas. Na sequéncia, a solucdo
micelar € centrifugada através de um gradiente de sacarose, contendo saponinas
(COPLAND et al., 2000; MYSCHIK et al., 2006; PHAM et al., 2006).

A hidratacdo do filme lipidico € uma adaptacdo do metodo para a preparagdo de
lipossomas, onde colesterol e fosfolipidios sdo dissolvidos em cloroférmio, que ao ser
evaporado forma um filme fino, posteriormente hidratado com uma solucédo aquosa de
saponinas (COPLAND et al., 2000; MYSCHIK et al., 2006; PHAM et al., 2006).

O método da injecédo de etanol utilizado para a producdo de matrizes ISCOM ¢é
uma adaptacdo daquele empregado na obtencdo de lipossomas unilamelares. Neste,
solucbes etanolicas de colesterol e fosfolipidios sdo injetadas, sob pressdo, em
solucdes aquosas de saponinas. O método constitui a forma mais rapida para obtencao
das matrizes ISCOM. E simples e eficiente além de oferecer possibilidades para
producdo em larga escala. No entanto, as estruturas formadas ndo sdo homogéneas
como as originadas na técnica de dialise, apresentando grandes agregados, estruturas
na forma de micelas circulares e hélices. Outra limitacdo da técnica é a concentracdo
residual de etanol, que ndo pode ser superior a 7,5 % uma vez que 0s constituintes dos
ISCOMs estdo associados por ligacbes hidrofébicas (LENDEMANS et al., 2005;
MYSCHIK et al., 2006; PHAM et al., 2006).

Analogo ao método da injecdo de etanol, o da injecdo de éter oferece como
vantagens a possibilidade de dissolucdo de quantidades maiores de lipidios e a
utilizacdo de uma temperatura mais branda para a remocao do solvente (MYSCHIK et
al., 2006; PHAM et al.,2006).
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O método mais recentemente relatado na literatura para formacéo de ISCOMs é
0 da hidratacdo da matriz lipidica liofilizada. O método objetiva a formacdo de
matrizes ISCOM com maior estabilidade, uma vez que o produto pode ser liofilizado e
hidratado no momento da utilizacdo, com uma solucédo tamponada contendo saponinas
(LIANG et al., 2008).

Embora todos os métodos se utilizem de fosfolipidios para a producdo das
matrizes ISCOM, a necessidade desse constituinte para a formacao das estruturas tipo
gaiola, tem sido questionada (COPLAND et al., 2000). Estudos complementares
afirmam que a necessidade desse constituinte esta associada ao método. Aqueles onde
h& presenca de tensoativos, como no método da didlise, a utilizacdo de fosfolipidios
pode ndo ser necessaria (COPLAND et al., 2000; DEMANA et al., 2004).

Além das estruturas na forma de gaiolas tipicas, outras sdo observadas, como
hélices, micelas circulares e lamelares. As diferencas nas estruturas formadas estdo
relacionadas as propor¢fes de saponina, fosfolipidio e colesterol empregadas, bem
como aos diferentes métodos de preparacdo das matrizes ISCOM (MYSCHIK et al.,
2006). O tempo de repouso apds o preparo e a presenca de sais de tampdo sao fatores
que influenciam no tipo de estrutura formada (DEMANA et al, 2004; MYSCHIK et
al., 2006).

Resposta imune obtida com ISCOMS

Muitos estudos tém demonstrado a capacidade dos ISCOMs ou matrizes
ISCOM em induzir resposta imune humoral e celular e vacinas contendo tais estruturas
particuladas sdo aprovadas para utilizacdo em animais e estdo sendo testadas em
ensaios clinicos para uso em humanos (SKENE; SUTTON, 2006; SUN et al., 2009b).

Vacinas ISCOM tém sido extensivamente estudadas com relacdo a sua
imunogenicidade. Os antigenos utilizados com maior frequéncia sdo 0s virais, no

entanto, antigenos de bactérias e parasitos também tém sido testados e demonstram
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originar uma resposta imunoldgica quando preparados juntamente com ISCOMSs ou
matrizes ISCOMs. Nesse sentido pode-se citar Helicobacter pylori, Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus pyogenes, Chlamydia trachomatis e Toxoplasma gondii

(SUN et al., 2009b). Um resumo dos principais resultados positivos consta a seguir:

a) Inducdo das respostas mediadas por celulas (Th1) e resposta imune humoral
(Th2) (HU et al., 2001; MYSCHIK et al., 2006; REED et al., 2009).

b) Inducdo da resposta imune em diversas espécies animais, incluindo primatas
e humanos (MOREIN; BENGTSSON, 1999; SJOLANDER et al., 2001; PEARSE;
DRANE, 2004; SUN et al. 2009b).

c) Ativacdo das células apresentadoras de antigenos (macrofagos, células
dendriticas e células B com aumento da expressdo de moléculas da classe Il do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC)). Inducdo da producdo de
linfécitos T citotoxicos (CD8) e um numero de interleucinas, IL-1, IL-2, IK-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12 e y-interferon (MOREIN; BENGTSSON, 1999; HU et al., 2001;
SJOLANDER et al., 2001; REED et al., 2009).

d) Indugdo da imunizagdo intranasal com ISCOM em mucosas de ratos e
ovelhas com antigenos do virus influenza (MOREIN; BENGTSSON, 1999; HU et al.,
2001; SJOLANDER et al., 2001; COULTER et al., 2003; PEARSE; DRANE, 2004;
PANDEY et al., 2010).

e) Potente atividade imunoadjuvante em vacinas contendo antigenos do virus
influenza, virus do sarampo, HIV, rotavirus, toxdide tetdnico e Plasmodium
falciparum para varias espécies, como, peru, porquinho-da-india, gato, cachorro,
coelho, ovelha, vaca e cavalo (MOREIN; BENGTSSON, 1999; SJOLANDER et al.,
2001; PEARSE; DRANE, 2005; REED et al., 2009; DAS NEVES et al., 2010;
HELDENS et al., 2010).

f) Tratamento eficaz de zoonoses como a toxoplasmose e leishmaniose em
suinos e cachorros (BARR et al.,1998; FREIRE et al., 2003; SUN et al., 2009b).
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Uma importante caracteristica das vacinas ISCOM € a utilizacdo de baixas
doses de antigenos e adjuvantes além de uma resposta humoral duradoura
(SJOLANDER et al., 2001; PEARSE; DRANE, 2005).

Devido a habilidade de rapidamente gerar resposta imune humoral e celular,
vacinas contendo ISCOM ou matrizes ISCOM tém sido testadas no tratamento de
cancer, a exemplo do papiloma virus humano tipo 16 (HPV16) (STEWART et al.
2004). Nesse contexto, NY-ESO-1 é um dos antigenos expressos por diferentes tipos
de tumores e a eficacia de proteinas ESO formuladas com matrizes ISCOM na inducao

da resposta imune tem sido testada e os resultados satisfatorios (SUN et al., 2009b).

O mecanismo pelo qual matrizes ISCOM induzem uma resposta imune ainda
ndo é completamente esclarecido, no entanto, existem algumas conjecturas, uma vez
que as saponinas isoladas apresentam atividade imunoadjuvante (BARR et al., 1998;
PEARSE; DRANE, 2005; RAJPUT et al.,, 2007). Em funcdo das propriedades de
superficie, as saponinas se intercalam com o colesterol na membrana celular
originando poros, através dos quais saponina e antigeno penetrariam no citoplasma da
célula, o que permite a apresentacdo do antigeno, originando a resposta T-linfocitéria.
Uma melhora na resposta imunoldgica ocorre com a utilizacdo de matrizes ISCOM,
quando comparada a utilizacdo de saponinas isoladas, sendo esse fato atribuido a
natureza particulada do complexo, que permite um reconhecimento facilitado por parte
das células apresentadoras de antigenos (BARR et al., 1998; PEARSE; DRANE, 2005;
RAJPUT et al., 2007, SUN et al., 2009b).
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Capitulo 1. Obtencéo da solucdo extrativa e de fracdes purificadas em saponinas de
Chenopodium quinoa







1. INTRODUCAO

As saponinas tém sido exploradas em varias aplicacbes comerciais por suas
propriedades biologicas e fisico-quimicas. Nesse sentido, € reconhecida a importancia
da pesquisa e desenvolvimento para a producdo em escala comercial de fragOes
saponosidicas e saponinas isoladas oriundas de fontes vegetais ou animais.
Atualmente, a maior fonte de saponinas procede de varias espécies vegetais, como
quilaia, gipsofila, soja, ginseng, entre outras (SPARG et al., 2004; GUCLU-
USTUNDAG; MAZZA, 2007).

A espécie selecionada para este trabalho, C. quinoa é cultivada
sistematicamente em varios paises andinos, rica em saponinas, substancias que para
fins alimenticios precisam ser removidas das sementes (WOLDEMICHAEL; WINK,
2001; MADL et al., 2006; KULJANABHAGAVAD et al., 2008).

Embora amplamente estudadas, as pesquisas estritamente tecnologicas de
fracionamento/purificacdo das saponinas de quinoa s@o ainda incipientes. Nesse
contexto, o presente capitulo aborda a obtencéo das fracbes purificadas de saponinas
obtidas das sementes de C. quinoa, fazendo uso de separacdo e fracionamento em fase
solida, a partir de extrato seco liofilizado. Os principais tdpicos envolvidos nesse
capitulo compreendem a caracterizacdo da matéria-prima, processo de extracdo

empregado e fracionamento/purificacdo das saponinas
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2. REFERENCIAL TEORICO

Os principais métodos de fracionamento e de purificacdo de saponinas
compreendem a particdo liquido-liquido, fracionamento em fase solida utilizando
resinas de permuta i6nica e poliméricas e métodos cromatograficos (camada delgada,
contracorrente, cromatografia liquida de média e alta pressdo, entre outros) (GUCLU-
USTUNDAG; MAZZA, 2007). Os processos cromatograficos e por particdo liquido-
liquido apresentam a desvantagem do uso de solventes organicos de elevado impacto
ambiental ou toxicidade, que permanecem como residuos de processo. Em decorréncia
disso e pelo fato de permitir a obtencdo de fragbGes purificadas em quantidades
apropriadas, para estudos biologicos ou farmacologicos, os processos em fase solida
utilizando resinas de permuta idnica e poliméricas tem demonstrado maior viabilidade
(PAVEI, 2004; GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007). A associacdo destes dois
ultimos métodos a purificacdo mediante membranas ultrafiltrantes, além de contornar
as desvantagens acima mencionadas, evita a formacdo de emulsGes na interface
liquido-liquido, utiliza exclusivamente dgua ou misturas hidroalcoolicas e permite a
facil transposicdo de escala (PAVEI, 2004; GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007).

Os processos de separacdo por membranas filtrantes podem ser divididos em
microfiltracdo, ultrafiltracio e nanofiltragdo. A diferenga entre eles reside no limite de

corte das membranas utilizadas.

A técnica de ultrafiltracdo pode ocorrer de duas formas distintas em relacdo ao
plano de filtracdo: com fluxo perpendicular ou fluxo tangencial. Nesse ultimo caso as
moléculas maiores, que ndo atravessam a membrana, ndo ficam retidas na superficie
desta, sendo arrastadas ao longo do fluxo tangencial, evitando a saturacéo por adsorcao
e deposicdo de material na superficie da membrana. Essa caracteristica confere uma
maior vida atil 8 membrana, sendo, portanto, a técnica de escolha para escala industrial
(JORNITZ; MELTZER, 2007).

Especificamente, métodos de fracionamento empregando resina polimérica e

ultrafiltracdo tangencial ja foram descritos com o intuito de obter as saponinas de C.
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quinoa de forma isolada (MIZUI et al., 1990; MUIR et al., 2002). No entanto, a
obtencdo e utilizacdo de fragcBes com caracteristicas de composicao e pureza definidas,
néo foi identificada em literatura especializada.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Aparelhos, equipamentos

Agitador magneético Fisatom 725 A; balanca analitica semi-micro (AND,
Estados Unidos); banho de ultra-som com aquecimento (UNIQUE, Brasil); banho de
agua Biomatic modelo 869; coluna cromatografica Phenomenex Gemini NX RP C18
(250 x 4.6 mm i.d.; 5 um particle size); coluna de vidro sinterizado (600 x 10 mm d.i);
coluna de vidro sinterizado (50 x 2,8 cm d.i); evaporador rotatorio R-144 (Buchi,
Suica); estufa de ar circulante Heraus RVT 360; evaporador rotatério Biichi R114;
liofilizador Modulyo® 4k (Edwards, Inglaterra); modulo de ultrafiltracdo tangencial
Minimate® (Pall Corporation, USA), provido de modulos filtrantes com membranas
de 5.000 a 10.000 D de massa molecular de corte; potenciobmetro pH-metro B374
Micronal; sistema de CLAE Shimadzu LC-20 AT (Kyoto, Japan) composto por bomba
de alta pressdo duplo pistdo LC-20 AD, amostrador automatico SIL-20A, detector
espectrofotométrico por arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e software de
gerenciamento de dados LC-Solution Multi-DAD.

3.1.2 Solventes e reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentam grau de pureza pré-analise (p.a),
exceto quando haja especificacdo contraria. Acetonitrila grau CLAE (Tedia); acido

perclérico  (Synth), alcool etilico (Nuclear), alcool metilico (Nuclear).
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Polivinilpirrolidona cruzada PVP-P6755 (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA), resina

adsorvente polimérica Diaion HP 20 (Supelco, Estados Unidos)
3.2 METODOS

3.2.1 Caracterizagdo da droga vegetal

3.2.1.1 Secagem da droga vegetal

As sementes de C. quinoa de plantas cultivadas na regido de Cochabamba
(Bolivia) foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Fernando Ferreira. As sementes

foram secas em estufa de ar circulante a temperatura de 40 £+ 3 °C por 72 h.
3.2.1.2. Determinacdo da perda por dessecacao (Farmacopéia Brasileira, 1988)

O teor de umidade residual foi determinado em balanca de infravermelho. Para
tanto, cerca de 2,0 g de material vegetal foi pesado e submetido a secagem durante 15
min com temperatura de 105 °C. Os resultados foram expressos como teor de umidade

residual, em percentagem, pela média de 5 determinacdes.

3.2.2 Obtencéo e caracterizacéo da solucéo extrativa
3.2.2.1 Obtencéo da solucéo extrativa

Uma solucdo hidroetandlica contendo 40% (v/v) de etanol foi adicionada a
matéria-prima vegetal na proporcdo droga-solvente 1:10 e submetida a decoccdo a 50
°C durante 60 min, sob agitacdo constante. A solucdo extrativa foi filtrada sob pressao
reduzida utilizando papel filtro Whatmann n°2. Apos reducédo do volume a um terco do
original em evaporador rotatorio a 55 °C £ 3 °C a fracdo aquosa residual foi congelada

a -4°C e liofilizada. O extrato bruto liofilizado foi codificado como EXQ.

3.2.2.2 Determinacéo do residuo seco
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Uma amostra de 20,0 g da solucdo extrativa concentrada foi pesada em pesa-
filtro e concentrada em banho de agua, a 90 °C, até residuo. Em seguida, o pesa-filtro
foi mantido em temperatura de 105 °C, em estufa, durante 2 h, resfriado em dessecador
por 30 min e pesado. Esse procedimento foi repetido até obter uma variacdo inferior a
1% entre dois procedimentos sucessivos. Os resultados foram expressos em

percentagem de residuo seco (%, m/m) pela média de trés determinacdes.
3.2.2.3 Determinacao do pH (Farmacopéia Brasileira, 1988)

O pH da solucdo extrativa foi determinado em potencidémetro, previamente

calibrado, a 25 °C e o resultado expresso pela média de trés determinacdes.
3.2.2.4 Determinacao do perfil cromatografico por CLAE

O EXQ foi retomado e diluido em solucdo de acetonitrila:agua (50:50 v/v) até a
concentracdo final de 1mg/mL. Para determinacdo do perfil cromatogréfico foi
empregado método por CLAE-DAD desenvolvido porém néo validado nessa etapa do
trabalho. As condi¢cdes cromatogréficas empregadas para analise compreendem coluna
Gemini® NX RP C18 (Phenomenex, 250 x 4.6 mm) e como fase mdvel solucdo de
acido formico 0,1% (A) e acetonitrila (B) em sistema gradiente linear: 25% B (0-3
min.), 25-30% B (3-8 min.), 30-50% B (8-18 min.), 50% B (18-32 min.), 50-25% B
(32-42 min.), 25% B (42-55 min.). O fluxo de eluicdo foi de 1,0 mL/min. em

temperatura ambiente. A deteccéo foi realizada em 210 nm.

3.2.3 Obtencéao das fracdes purificadas em saponinas

Para essa finalidade, o extrato EXQ foi submetido a fracionamento em fase
solida utilizando resina poliaromatica hidrofébica e uma purificagdo adicional
utilizando PVP e ultrafiltracdo tangencial foi avaliada. Alteragdes no gradiente de

eluicdo e substituicdo do liquido de eluicdo também foram testados.
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3.2.3.1 Desenvolvimento do processo de fracionamento em fase sélida

O fracionamento em resina hidrofobica Diaion HP-20 baseou-se no empregado
por Pavei (2004) para os frutos de llex paraguariensis. Para tanto, aproximadamente
30,0 mL de resina Diaion HP-20 foram dispersos em 100 mL de metanol e mantidos
sob agitacdo ocasional durante 24 h. O material foi acondicionado em coluna de vidro
(600 x 10 mm d.i), gerando um leito de resina de aproximadamente 15 cm de altura, e
lavado sucessivamente com 100,0 mL de metanol e 200,0 mL de &gua, empregando
fluxo de 5,0 mL/min. Em seguida, no topo da coluna, verteu-se 20,0 ml de solucéo
aquosa contendo 200 mg de EXQ previamente preparada. O fluxo foi reduzido para
2,0 mL/min e assim mantido durante o resto do experimento. Os sistemas de eluicdo
testados consistiram de misturas hidrometanélicas a 30, 50, 70 e 90 % de metanol
segundo um regime de eluicdo em gradiente linear de polaridade decrescente. Para o
fracionamento foram empregados 200,0 mL de cada mistura hidrometanolica. As
fracGes foram recolhidas, concentradas em evaporador rotatorio a 40 °C, até remogéo
completa do metanol, congeladas e liofilizadas seguindo procedimento-padréo descrito
no item 3.2.2.1. As fracGes liofilizadas foram denominadas FQ30, FQ50, FQ70 e

FQ90, e guardadas em frascos de vidro &mbar até seu uso.
3.2.3.2 Métodos de purificacdo adicionais
Os procedimentos de purificagdo das fracbes obtidas contemplaram:

a) adsorcao de interferentes sobre PVP (polivinilpirrolidona cruzada), aplicado
as fracbes FQ30 e FQ50, com o intuito de eliminar substancias ndo-saponosidicas,
sobretudo polifendis presentes em ambas fragcdes. Separadamente, 6,0 mg de FQ30 e
FQ50 foram retomados com 3,0 mL de agua, adicionando-se 30 mg de PVP a cada
uma delas. As solucBGes foram mantidas sob agitacdo magnética vigorosa durante 60

min, filtradas em papel filtro e analisadas por CLAE, segundo item 3.2.2.4.

b) inclusdo de uma eluicdo adicional com mistura hidrometandélica a 20%, em

relacio ao método desenvolvido por Pavei (2004). As demais condicdes
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experimentais, como volume de eluicdo de cada fase, fluxo e proporcdo de resina, ndo

foram alteradas.

C) substituicho de metanol por etanol, mantendo as mesmas condicGes

experimentais descritas em 3.2.3.1, utilizando EXQ;

d) tratamento das fragcbes FQ30 e FQ50 com processo de ultrafiltracdo

tangencial, apos retomada dessas em agua, conforme descrito a seguir.

As fragcbes FQ30 e FQ50 foram submetidas a ultrafiltracdo utilizando
membranas de polietileno com limites de corte de 5 e 10 kD. A presséo do sistema foi
mantida constante em 25 psi e o fluxo de trabalho foi de 15 mL/min, estabelecidas em
funcdo da presséo suportada pelo sistema definida pelo fabricante. O volume utilizado
no processo de ultrafiltracdo, definido em funcdo do tempo de demanda para a analise,
corresponde ao dobro daquele obtido para cada fracdo apds o processo de
concentracdo, a saber, 120 e 200 mL, para as fracbes FQ30 e FQ50, respectivamente.
Apo0s o processo de ultrafiltracdo, o filtrado e o retentato correspondente a cada fracéo

foram congelados e liofilizados de acordo com o procedimento descrito em 3.2.2.1.

A eficiéncia da insercdo de uma etapa complementar por ultrafiltracdo foi
avaliada para as fragdes FQ30 e FQ50 tratadas e ndo-tratadas. Para tanto, amostras de
cada uma delas foram retomadas em solucdo de acetonitrila:agua (50:50 v/v), diluidas

até uma concentragdo de 1mg/mL e analisadas por CLAE, segundo item 3.2.2.4.
3.2.3.3 Aumento da escala dos processos de fracionamento

Apos definicdo do método de fracionamento, o processo foi incrementado para
uma escala maior. Para tanto se utilizou cerca de 70 mL de resina Diaion HP-20, 300
mg de EXQ, 500 mL de volume em cada fracdo e um fluxo de elui¢éo de 5,0 mL/min.
As amostras foram concentradas, liofilizadas e analisadas por CLAE em concentracao

de 1mg/mL.
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Quanto ao aumento de escala para o0 método de ultrafiltracdo tangencial,
empregou-se como volume de diafiltragdo duas vezes o volume obtido para cada
fracdo apds a etapa de concentracdo, a ser submetida ao processo, a saber, 700 mL
para a FQ30 e 500 mL para FQ50. Os demais parametros, como pressao e fluxo de

trabalho, foram 0s mesmos descritos anteriormente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da droga vegetal

A caracterizacdo da matéria-prima vegetal e as etapas referentes a padronizacéo
do material vegetal sdo imprescindiveis para estabelecer parametros de qualidade e
obter reprodutibilidade em lotes de producédo distintos (ALBERTON et al., 2001).
Nesse sentido, a determinacgdo do teor de umidade é importante, pois estd diretamente

relacionada com a conservacdo da matéria-prima vegetal (FARIAS, 2003).

A matéria-prima vegetal, constituida pelas sementes de quinoa providas de
casca apresentou um teor de umidade de 5,66 %+ 3,38 %, que se encontra dentro dos
limites maximos, de 8 a 14 %, preconizado nas diferentes Farmacopéias (FARIAS,
2003).

4.2 Caracterizacgdo da solugéo extrativa

O pH da solucéo extrativa obtida por decoccéo foi de 5,3 + 0,4. O residuo seco
determinado na amostra foi de 0,51 + 0,03%. Objetivando uma maior estabilidade, a
solucdo extrativa foi liofilizada (EXQ) e, durante essa etapa o rendimento do processo
foi de 94%.

O EXQ foi caracterizado por CLAE (figura 1) segundo item 3.2.2.4. Os picos
caracterizados preliminarmente por CLAE-DAD em 210 nm como sendo saponinas no
cromatograma de EXQ se concentraram na faixa de tempo de retengdo acima de 10
min. As saponinas sdo substancias que ndo apresentam grupamentos cromaéforos
consequentemente ndo possuem absortividade acima de 210 nm. Sendo assim, nesse

trabalho foram consideradas como possiveis saponinas as substancias com auséncia de
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absorcdo acima de 210 nm. Em analises posteriores a confirmacdo das saponinas
presentes foi realizada mediante o emprego da técnica de UPLC-Q-TOF/MS (ver
capitulo 4).
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Figura 1. Cromatograma por CLAE do extrato de C. quinoa liofilizado (EXQ).
Deteccdo em 210 nm.

4.3 Obtencéao das fragdes purificadas em saponinas

A utilizacéo da resina Diaion HP-20 na purificacdo de saponinas de quinoa foi
anteriormente relatada objetivando o isolamento e identificacdo estrutural das mesmas
(MIZUI et al., 1988; MIZUI et al., 1990). O método baseado na técnica de
fracionamento/purificacdo da fracdo saponosidica dos frutos de llex paraguariensis
(mate) (PAVEI, 2004) quando aplicado com modificacBes as sementes de quinoa
permitiu a obtencdo de fracdes de saponinas diferenciadas quanto a composicéo e
pureza. Os cromatogramas por CLAE referentes as fracbes FQ30, FQ50, FQ70 e FQ90
séo apresentados na figura 2.

Uma analise comparativa dos cromatogramas da figura 2, revelou para a FQ30
e FQ50 a presenca no inicio do cromatograma (tempo retencdo <10 min.) de
substancias com absor¢do acima de 215 nm (provavelmente polifendlicas a julgar
pelos espectros por DAD), que ndo foram evidenciadas nas fracoes FQ70 e FQ90. Em
contrapartida, todos os picos presentes nos cromatogramas obtidos para a FQ70 e
FQ90 foram tidos como possiveis saponinas, dada a auséncia de absor¢cdo acima de

210 nm. Na figura 2 evidencia-se ainda um pico com tempo de retencdo em torno de
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15 min nas fracdes FQ70 e FQ90, que é ausente nas fracbes FQ30 e FQ50. Como
método de purificacdo adicional ao fracionamento em fase solida das fracbes FQ30 e
FQ50 optou-se pelo tratamento com PVP, reconhecido adsorvente de polifendis
(figura 3).
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Figura 2. Cromatogramas por CLAE das fracbes de C. quinoa obtidas por
fracionamento utilizando metanol e resina Diaion HP-20. (A) FQ30; (B) FQ50; (C)
FQ70; (D) FQ90. Deteccdo em 210 nm.

A utilizacdo de PVP para purificacdo e remocdo de substéncias néo-
saponosidicas, principalmente polifendis, encontra aplicacdo na indudstria de bebidas e
alimentos (YOUN et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2005), bem como na area
farmacéutica para remocéao ou quantificacdo de taninos (SIEBERT, 1999; SOARES et
al., 2006; VERZA et al., 2008).
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Figura 3. Cromatogramas por CLAE das fracGes FQ30 (A) e FQ50 (B) de C. quinoa
apos purificacdo com PVP. Detecgcdo em 210 nm.

A comparacdo entre os cromatogramas referentes as fragdes FQ30 e FQ50
ilustrados na figura 2, com aqueles apresentados na figura 3, indica claramente que a
purificagdo com PVP nédo foi efetiva para a remocdo de substancias interferentes,

sobretudo polifendis, das fracbes mais polares de quinoa.

Face ao resultado anterior, optou-se por adicionar uma etapa de eluicédo
utilizando solucdo hidrometandlica 20%, antes da obtencdo da FQ30. A adi¢do dessa
nova etapa de fracionamento também ndo se mostrou eficaz na eliminacdo de
substancias nado-saponosidicas presentes em FQ30 e FQ50, constatando-se uma
sobreposicdo quase completa entre os perfis das fracdes antes (Figura 3) e ap0s o

tratamento (dados ndo apresentados).

De igual forma, a substituicdo do metanol por etanol no processo de
fracionamento com a manutencdo das demais condi¢Oes experimentais adotadas no
meétodo descrito por Pavei (2004), também n&o foi eficaz na remocdo das substancias
ndo-saponosicas (figura 4). Pelo contrario, a analise das fracbes obtidas com etanol
mostra, para todas as fragdes, a presenca das substancias polifendlicas. Cabe destacar o
fato de a FQ90 obtida utilizando etanol como eluente ndo apresentar sinal algum

referente as saponinas anteriormente observadas quando do fracionamento com

metanol.
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Figura 4. Cromatogramas por CLAE das fragfes de C. quinoa obtidas por
fracionamento utilizando etanol e resina Diaion HP-20. (A) FQ30; (B) FQ50; (C)
FQ70. Deteccdo em 210 nm.

A aplicacdo da técnica de ultrafiltracdo as fracbes FQ30 e FQ50 associada ao
método de filtracdo em fase sélida, empregando membranas de 5 e 10 kD mostrou
resultados satisfatorios. Os cromatogramas obtidos quando da andlise do retentato,

utilizando membrana de 10 kD, estdo representados na figura 5.
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Figura 5. Cromatogramas por CLAE das fragoes FQ30 (A) e FQ50 (B) de C. quinoa
obtidas ap6s fracionamento em fase sélida e ultrafiltracdo tangencial. Detec¢do em 210
nm.

Comparando os perfis cromatogréaficos obtidos para a FQ30 e FQ50 antes
(figura 2) e apds acoplamento da ultrafiltracdo tangencial (figura 5) observa-se uma
reducdo na intensidade dos sinais compreendidos até 10 min., indicando uma maior

eficiéncia em termos de purificacéo.

O perfil cromatografico quando da utilizacdo de membranas de ultrafiltracdo de

5kD foi idéntico ao representado na figura 5, para as fragoes FQ30 e FQ50 (dados ndo
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apresentados). Em funcdo do menor tempo necessario para a purificacdo empregando-

se a membrana de 10 kD, optou-se pela utilizagdo desta no processo de fracionamento.

Processos similares relatados na literatura e destinados a remover impurezas de
baixa massa molecular de produtos saponosidicos (JOSHI et al. , 2008; SAN
MARTIN et al., 2008) mostraram-se igualmente eficientes mediante utilizacdo de
membranas de ultrafiltracdo de 10 kD, porém utilizando o equivalente a oito volumes

de 4gua, ao invés de apenas dois volumes, como aplicado no presente trabalho.

Objetivando averiguar a perda de saponinas mediante aplicacdo do processo de
ultrafiltracdo, além do retido, também foi analisado por CLAE o filtrado resultante do
uso de membranas de 10 kD. Os cromatogramas obtidos quando da analise dos
filtrados, correspondentes as FQ30 e FQ50, demonstraram presenca insignificante,
quase nao detectavel, dos sinais de saponinas (dados ndo mostrados). Esses resultados
estdo em concordancia com os relatados na literatura, onde os autores afirmam que as
saponinas sao retidas por membranas de ultrafiltracdo devido a sua capacidade de
formar micelas quando em concentragdo acima da concentracdo micelar critica (CMC)
(MUIR et al., 2002; JOSHI et al., 2008; SAN MARTIN et al. 2008).

4.4 Aumento de escala dos processos de fracionamento

O resultado obtido durante os ensaios de fracionamento para obtencdo de
saponinas de quinoa permitiu a selecdo do processo de purificacdo em fase solida com
Diaion HP-20 e as condigdes experimentais preconizadas por Pavei (2004). De forma
satisfatoria, o processo de ultrafiltracdo tangencial utilizando membrana de 10 kD
pode ser utilizado como purificacdo adicional das FQ30 e FQ50 para eliminacdo dos

constituintes interferentes ndo-saponosideos e de baixa massa molecular.

Com o intuito de viabilizar o trabalho, uma escala maior para o0 processo de

fracionamento foi proposta. Para avaliacdo desse incremento no processo, o valor de
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area do sinal majoritario, bem como a proporcao entre os dois principais sinais foi

considerada (tabela 1) nas analises por CLAE.

Tabela 1. Valores de area obtidos para 0s principais sinais de saponinas no aumento
de escala do processo de fracionamento

Area sinal TR? 15 Area sinal TR 15min. Area sinal TR 23 Area sinal TR 23
min. — fracionamento — fracionamento 700 min. — fracionamento  min. — fracionamento
200 mg EXQ; DPR% mg EXQ; DPR% 200 mg EXQ; DPR% 700 mg EXQ; DPR%

FQ30 - - 1270444, 0,73 1336269; 0,47
FQS50 - - 1201984; 0,64 1204389; 0,65
FQ70 712441, 0,55 795505; 1,48 1053397, 0,60 1104069; 0,31
FQ90 391407, 1,87 312044, 1,38 684728; 0,69 725837, 1,48

®TR — tempo de retencéo

Analisando os dados da tabela 1 se observam pequenas variacdes na area dos
dois principais sinais das fracdes de quinoa quando do aumento de escala do processo
de fracionamento de 200 mg para 700 mg de EXQ. Aliado a isso, a proporgéo entre 0s
dois principais sinais nas FQ70 e FQ90 sofre pequenas variagdes durante o aumento de
escala do processo de fracionamento. Na FQ70 e FQ90 a proporcdo entre os referidos
sinais com tempo de retencdo de 15 e 23 min. é de 1:1,47 e 1:1,75, respectivamente
considerando o fracionamento de 200 mg de EXQ); e de 1:1,38 para FQ70 e 1:2,32
para FQ90 no fracionamento de 700 mg de EXQ. Tendo como base os resultados
obtidos se considerou satisfatério 0 aumento na escala do processo de fracionamento,
mantendo-se constantes parametros de processo como temperatura, dimensdes de

coluna e polaridade de gradiente.

Face aos resultados obtidos durante os processos de fracionamento, foram
considerados satisfatorios aqueles obtidos para as fracdes FQ50, FQ70 e FQ90. As

fracbes FQ30 e FQ50 apresentam perfil cromatografico semelhante, no entanto, a
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FQ50 apresenta maior pureza, ja que os sinais com tempo de retencdo inferior a 10

min. estdo minimizados nessa fragéo.

Inicialmente as fragbes FQ50, FQ70 e FQ90 foram selecionadas para dar
seguimento aos demais experimentos da tese. No entanto, em funcdo do volume de
trabalho que seria gerado pela utilizagdo de trés fracdes purificadas e levando-se em
conta 0 menor nimero de saponinas presentes na FQ50 se optou por prosseguir 0S

ensaios somente com FQ70 e FQ90

5. CONCLUSOES

e A separacdo em fase solida empregando Diaion HP-20 e as condicdes
experimentais, a saber, 700 mg EXQ, misturas hidrometandlicas nas proporcées 30,
50, 70 e 90 % de metanol, com volumes de fracdo de 500 mL e fluxo de 5-6 mL/min,
mostraram-se satisfatorias na obtencédo efetiva de fragdes purificada de saponinas de

sementes de quinoa.

e Acoplado ao processo de fracionamento em fase so6lida a ultrafiltragdo tangencial se
mostrou efetiva, nas seguintes condigfes experimentais: pressdo 25 psi, 15 mL/min
fluxo de eluicdo, membrana de 10 kD, volume de diafiltracdo equivalente a 2 vezes o

volume obtido em cada fragéo a ser ultrafiltrada, a saber FQ30 e FQ50.
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Capitulo 2 Avaliacdo da atividade antifungica das saponinas de Chenopodium quinoa,
desenvolvimento de método analitico de quantificagdo por CLAE-DAD e
caracterizacgéo estrutural por MALDI/TOF das principais saponinas presentes







Artigo 1- Antifungal activity against dermatophytes of Chenopodium quinoa
saponins

Submetido ao periddico Fitoterapia







Para que uma fracdo de compostos possa ter aplicacdo em ensaios bioldgicos,
métodos de fracionamento, bem como métodos de controle de qualidade precisam ser
desenvolvidos de forma a permitir analise dos constituintes de interesse e garantir a
qualidade do processo de obtengdo do produto em questio (GUCLU-USTUNDAG,;
MAZZA, 2007). Nesse contexto, um método analitico por CLAE-DAD capaz de
quantificar a saponina majoritaria presente tanto no extrato liofilizado, quanto nas
fracOes purificadas de quinoa, foi desenvolvido e validado. O método desenvolvido e
validado foi considerado amplamente satisfatorio e permitiu a determinacao do teor de
saponinas totais no extrato de C. quinoa (13 g %) e em ambas as fragdes, FQ70 (84
g%) e em FQ90 (69 g%). Os resultados de quantificacdo obtidos permitem inferir
também sobre a eficiéncia do método de fracionamento, uma vez que o teor das
substancias de interesse € superior nas fragdes purificadas, quando comparadas ao

extrato bruto.

Nesse capitulo foi realizada ainda, a caracterizacdo das saponinas presentes nas
fracOes pela técnica de MALDI/TOF-TOF. Mediante a realizagdo dessa técnica a
estrutura de 4 saponinas foi proposta, sendo duas delas derivadas do &cido

fitolacagénico, uma derivada da hederagenina e outra derivada do acido serjanico.

No que tange a atividade antifungica das saponinas de quinoa, dois relatos séo
encontrados na literatura. O primeiro avalia a atividade antifingica frente a Candida
albicans (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001) e o segundo frente a Botrytis cinerea, de
importancia na agricultura pelas doencas provocadas em parrerais (STUARDO; SAN
MARTIN, 2008). No entanto, estudos avaliando o potencial antiflngico das saponinas

de quinoa frente a outros microrganismos permanecem ainda em aberto.

Nesse contexto, além do desenvolvimento de metodologia analitica, também foi
avaliada a atividade antifingica das saponinas das fragcdes de quinoa frente a leveduras
e fungos filamentosos, especialmente dermatdfitos. Para tanto, foram avaliadas 21

cepas, todas provenientes de isolados clinicos. A avaliacdo da atividade antifungica foi
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realizada mediante o emprego da técnica de difusdo em agar (screening de atividade) e
microdiluicdo em placa de 96 pogos para determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM). As saponinas das fracdes de quinoa foram ensaiadas em concentragdes
que variaram de 0,9 a 500 pg/mL. Como controles antifingicos foram utilizados
terbinafina, anfotericina B, miconazol e anidulafungina. Ambas as fragdes de quinoa
foram inativas frente a todas as cepas de leveduras avaliadas, mas as fracGes de quinoa
foram capazes de inibir o crescimento de todos os dermatorfitos testados. Dependendo
dos microrganismos testados, os valores de CIM variaram de 62-250 pg/mL,
comprovando a atividade antifungica para as saponinas presentes nas fracbes de

quinoa.
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Capitulo 3. Caracterizacdo das saponinas de Chenopodium quinoa presentes nas

fragdes purificadas e dos agregados micelares formados







Artigo 2 - Micellar Aggregates of Saponins from Chenopodium quinoa:

Characterization by Dynamic Light Scattering and Transmission Electron
Microscopy

Aceito para publicacéo no periddico Die Pharmazie







ISCOM sdo complexos imunoestimulantes constituidos por saponinas,
colesterol, fosfolipidios e um antigeno, quando o antigeno ndo estd presente na
formulacdo do complexo o mesmo é denominado de matriz ISCOM. Tais estruturas na
sua forma classica somente foram descritas quando da utilizacdo de saponinas de
Quillaja saponaria (SUN et al., 2009).

Em literatura especifica, foi encontrado somente um relato descrevendo a
possibilidade de formacédo de complexos do tipo ISCOM utilizando-se as saponinas de
Chenopodium quinoa. Na ocasido, foi relatada a formacdo de estruturas porosas
empregando as substancias em questdo (BOMFORD et al., 1992), estruturas essas que

seriam indicios da formacéo de matrizes ISCOM tipicas.

Face ao exposto, ap0s a obtencdo das fragdes purificadas, em saponinas
descritas anteriormente, esse capitulo tém por objetivo avaliar a formacdo de
complexos do tipo ISCOM utilizando as saponinas de quinoa. Esse capitulo objetiva
ainda abordar a caracterizacdo fisico-quimica dos agregados micelares das saponinas e
que podem influenciar nas propriedades bioldgicas desses compostos e determinam

sua utilizacdo na area farmacéutica.

A caracterizacdo das fracGes de saponinas de quinoa teve inicio na
determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC), utilizando-se um corante
insollvel, a saber, 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN). Para ambas as fracdes de quinoa o
valor de CMC ficou préximo a 0,4 mg/mL. Apds a determinacdo da CMC as fracdes
de quinoa foram caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
utilizando-se acetate de uranila 2% como reagent de contraste; e por espalhamento de
luz dindmico. Com a utilizacdo destas técnicas foi possivel evidenciar a presenca de
micelas esféricas e filiformes presentes nas fracbes de quinoa, quando em

concentracdo acima da CMC.

Com o intuito de avaliar a formacdo de matrizes ISCOM, a técnica de injecéo

de etanol, foi selecionada. As fracdes de quinoa foram formuladas com colesterol e
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fosfatidilcolina e os agregados micelares formados foram avaliados por MET. Nao foi
possivel evidenciar a formacdo de matrizes ISCOM para as saponinas de quinoa, nas
condigOes testadas. Por outro lado, foram evidenciadas a formagdo de micelas
tubulares e micelas anelares, quando as fracdes de quinoa foram complexadas com
colesterol e fosfatidilcolina.
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ANEXQOS







Curvas obtidas durante a determinacéo da concentracéo micelar critica (CMC)

das frac6es de quinoa

Abaixo sdo apresentadas as curvas obtidas durante a determinagdo de CMC
para as fracOes de quinoa FQ70 e FQ90. Por interpolacéo das curvas foi determinado o
valor de CMC para as fragdes FQ70 e FQ90.

0,12
y=0,0044x+0,0398x+ 0,0825

01
0,08
0,06
0,04 y= -3E-05x - 0,0005

0,02

Absorbancla {470 nm)

-0,02
-12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2

InC (%)

Figura 3.1a. Absorbancia das solucdes de FQ70-1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) a
uma concentracdo fixa de PAN e concentracdes crescentes de FQ70 (1,53 x 10™ a
2%).

0.55 y=0,0317x2+0,1889x + 0,296

y=0,0012x+0,0145

Absorbancia (470 nm)
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Figura 3.2a. Absorbancia das solucdes de FQ90-1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) a
uma concentracdo fixa de PAN e concentracdes crescentes de FQ90 (1,53 x 10™ a
2%).
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Imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) —

formulacdes obtidas pelo método da injecéo de etanol

Para as formulagbes contendo quantidades elevadas de colesterol, cristais

de colesterol puderem ser evidenciados por MET, conforme ilustrado na figura 3.3a.

Figura 3.3a. Fotomicrografia obtida por MET dos cristais de colesterol, quando do
excesso de colesterol nas formulagdes (formulagdes 10 e 20). Aumento: 150.000 x.
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Avaliacéo da formacao de matrizes ISCOM com as saponinas de C. quinoa e Q.

saponaria pelo método da dialise

Em funcg&o da simplicidade do método e facilidade de execucdo foi selecionado
nessa tese 0 método da injecdo de etanol para a avaliacdo da formacdo de matrizes
ISCOM com as saponinas de quinoa. No entanto, o método da dialise corresponde a
metodologia classica para obtencdo das matrizes ISCOM de Q. saponaria. Dessa
forma, com o intuito de avaliar a influéncia do método de preparo na ndo formacéo de

matrizes ISCOM com saponinas de quinoa, 0 método da dialise foi também testado.

MATERIAIS E METODOS

A técnica de didlise foi adaptada segundo o descrito por Lendemans et al.
(2005). A proporcao 6tima de saponinas: colesterol: fosfolipidios relatada na literatura
para a formacdo de ISCOM com as saponinas de Q. saponaria pelo método da dialise
é 4:1:1 (Quil A: colesterol: fosfatidilcolina). Em funcdo de a massa molecular das
saponinas de C. quinoa estar na faixa de 1000 m/z e das de Q. saponaria estar em
torno de 1500 m/z, foram testadas propor¢Oes inferiores e superiores a essa. Na
realizacdo desse ensaio foi testado o extrato bruto de C. quinoa nas seguintes
propor¢Oes de saponina: colesterol: fosfatidilcolina: 1,5:1:1; 2,7:1:1; 4:1:1 e 6:1:1 e
uma fracdo purificada das saponinas de Q. saponaria (Quil A) nas mesmas proporgdes

testadas para C. quinoa.

Para realizagdo do método da diélise colesterol e fosfatidilcolina foram pesados,
dissolvidos em cloroférmio sendo o ultimo evaporado sob atmosfera de nitrogénio.
Separadamente, Quil A, ou o extrato de C. quinoa e 40 mg de n-octilglicosideo foram
dissolvidos em 3,0 mL de tampdo TBS. A mistura de saponinas, tensoativo e tampéao
foi entdo transferida para o recipiente contendo colesterol e fosfatidilcolina. A solucéo
resultante foi mantida sob agitacdo durante 2 horas para completa solubilizagcdo dos
constituintes. Apds esse periodo a amostra em questdo foi transferida para uma

membrana de dialise com 1000 Da (tamanho de corte). As amostras foram dialisadas a
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temperatura de 4°C com 1,0 L de TBS, durante 48 horas, sendo o tampdo trocado a
cada 12 horas. A avaliagdo da formacdo de matrizes ISCOM foi realizada por
microscopia eletronica de transmissdo (MET), empregando as mesmas condigdes

experimentais ja mencionadas no artigo referente a esse capitulo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As formulagGes obtidas para a fracdo de Quil A e C. quinoa foram
avaliadas por MET. A presenca de matrizes ISCOM foi evidenciada para as
formulagdes contendo Quil A nas proporgdes: 2,7:1:1 (fig. 3.4a) e 4:1:1 (fig. 3.5a). Na
proporcéo 4:1:1 (figura 3.5a) estruturas do tipo hélice foram evidenciadas juntamente

com as matrizes ISCOM.

Figura 3.4a. Fotomicrografias obtidas por MET da formulacdo contendo QuilA:
colesterol e fosfatidilcolina (2,7:1:1) obtida pelo método da dialise. Matrizes ISCOM
sdo observadas em ambas as fotomicrografias. Aumento: 150.000x.
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100 nm

Figura 3.5a. Fotomicrografia obtida por MET da formulacdo contendo QuilA:
colesterol e fosfatidilcolina (4:1:1) obtida pelo método da diélise. Matrizes ISCOM séo
observadas (linha cheia) e estruturas do tipo hélice (linha pontilhada). Aumento:
150.000 x.

Para as formulagdes obtidas utilizando o extrato de C. quinoa, ndo foram
evidenciadas matrizes ISCOM tipicas, apenas agregados tubulares e estruturas
lipidicas, nas formulacdes com proporcdes de extrato de C. quinoa: colesterol:
fosfatidilcolina 4:1:1 e 6:1:1 (figura 3.6a). Com o incremento da proporgao de extrato

de quinoa observa-se um discreto aumento das estruturas tubulares (figura 3.6aB).
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Figura 3.6a. Fotomicrografias obtidas por MET das formulagbes contendo extrato de
C. quinoa: colesterol e fosfatidilcolina nas proporgdes 4:1:1 (A) e 6:1:1 (B) obtidas
pelo método da didlise. Estruturas lipidicas sdo evidenciadas (linha cheia) e estruturas
tubulares (linha pontilhada). Aumento: 120.000 x.
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Capitulo 4. Caracterizacdo estrutural por UPLC/Q-TOF-MS, avaliacdo da toxicidade

e atividade imunoadjuvante das saponinas de Chenopodium quinoa







Artigo 3- Immunoadjuvant activity, toxicity assays and characterization by

UPLC/Q-TOF-MS of triterpenic saponins from Chenopodium quinoa seeds

Submetido ao periddico Journal of Agricultural and Food Chemistry







Visando estabelecer uma relacdo entre a estrutura quimica das saponinas e as
atividades bioldgicas, a caracterizacao estrutural das principais saponinas presentes nas
fracOes foi realizada, utilizando a técnica de UPLC/Q-TOF-MS. O desenvolvimento da
metodologia de UPLC teve como base o método previamente desenvolvido por CLAE.
Mediante a técnica de UPLC/Q-TOF-MS a estrutura quimica de dez saponinas
presentes nas fragcOes de quinoa foi proposta. Na fragdo FQ90 foram evidenciadas a

presenca de saponinas mais apolares derivadas do acido oleandlico e da hederagenina.

Inimeros estudos relatam a atividade imunoadjuvante das saponinas de Q.
saponaria, no entanto, em funcdo da elevada toxicidade e efeito hemolitico, seu
emprego fica restrito a vacinas de uso veterinario. Nesse contexto, saponinas de
diversas espécies vegetais tém sido testadas quanto a sua capacidade de estimular o
sistema imune de mamiferos e especial interesse tém sido dedicado aquelas saponinas
que ndo apresentam toxicidade consideravel (SUN et al., 2009). Particularmente, para
as saponinas de C. quinoa foram encontrados na literatura dois relatos de avaliacdo da
atividade imunoadjuvante, que apresentam resultados controversos (BONFORD et al.,
1992; ESTRADA et al., 1998).

Face ao exposto, as fragcOes purificadas em saponinas de quinoa foram avaliadas
quanto a capacidade de estimulacdo do sistema imune (avaliagdo da resposta imune
humoral e celular) e comparadas frente a Quil A (fracdo purificada das saponinas de
Q. saponaria). Para ambas as fracbes de saponinas de quinoa foi evidenciada
estimulacdo da resposta imune humoral, pelo incremento nos niveis de anticorpos.
Para FQ90 se evidenciou estimulo da resposta imune celular, mediante os testes de

hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) e proliferacdo de esplendcitos.

Com o intuito de complementar o trabalho, ensaios de toxicidade frente a
Artemia salina, de toxicidade aguda in vivo e determinacdo da atividade hemolitica
foram realizados para as fracGes de saponinas de quinoa. De forma geral, se evidencou

Q FQ70 é atdxica enquanto FQ90 apresentou alguns sinais de toxicidade quando
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administrada a camundongos. Ambas as fracdes de quinoa testadas s@o menos

hemoliticas quando comparadas a Quil A.
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ANEXOS







Avaliacéo da atividade imunoadjuvante das formulag6es contendo saponinas de

C. quinoa, colesterol e fosfatidilcolina

Embora nédo tenha se evidenciado a formacdo de matrizes ISCOM para ambas
as fracOes de quinoa, FQ70 e FQ90, a avaliacdo da atividade imunoadjuvante das
formulacdes também foi realizada. 1sso porque na literatura estdo disponiveis dados
demonstrando que nanoparticulas contendo saponinas de ginseng (que ndo formam as
matrizes ISCOM tipicas) promoveram um incremento da resposta imunologica,
quando comparadas com as saponinas de ginseng de forma isolada (que ndo foram

formuladas com colesterol e fosfatidilcolina) (SONG et al., 2009)

MATERIAIS E METODOS

Para o preparo das formulacdes se selecionou a técnica de injecdo de etanol,
segundo procedimento descrito no artigo aceito par publicacdo (capitulo 3). Nas
formulacOes selecionadas para avaliacdo da atividade imunoadjuvante a concentracao
das fracbes de quinoa foi equivalente a 1,33 mg/mL. Formulagdes contendo 2,66

mg/mL das fragdes em questdo, foram tambeém avaliadas.

Para avaliacdo da atividade imunoadjuvante das formulacdes contendo as
fracOes de saponinas de quinoa, foi avaliada o incremento na producdo de anticorpos
IgG total, mediante a técnica de ELISA, descrita no artigo submetido para publicacdo

(capitulo 4).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a figura 1 pode-se observar que as formulagdes contendo as fragdes
de quinoa acrescidas de colesterol e fosfatidilcolina ndo exerceram um incremento na
producdo de anticorpos em camundongos imunizados com OVA, quando comparados

ao grupo controle imunizado unicamente com OVA.
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Figura 4.1a. Anticorpos IgG OVA-especificos no soro de camundongos imunizados
com OVA. Grupos de seis camundongos machos imunizados nos dias 1 e 14 com 100
UL de antigeno (OVA) adicionados de 100 pL de solugdo salina contendo formulacgdes
FQ70 e FQ90 nas concentracdes de 133 ou 266 pg. Um grupo foi imunizado somente
com OVA em salina (controle). O soro foi coletado no dia 28 e os niveis de anticorpos
medidos pela técnica de ELISA. Os valores sdo apresentados como médias + DPR.
Diferencas significativas com o grupo OVA séo indicadas como *P<0.05.

A menor resposta imune evidenciada para as formulagdes contendo fracOes de
quinoa:colesterol:fosfatidilcolina, quando comparada a resposta observada na
administracdo somente das saponinas (artigo sumetido a publicacdo capitulo 4) pode
estar relacionada ao fato de as saponinas de quinoa associarem-se ao colesterol,
diminuindo o percentual de saponina livre, 0 que promoveria uma diminuicdo da
atividade sobre o sistema imunoldgico. Sabe-se ainda que durante o processo de
reconhecimento pelas células apresentadoras de antigenos é importante o tamanho das
estruturas particuladas. Tais estruturas ndo podem apresentar um tamanho muito
diminuto, como também ndo muito elevado, o que dificulta o processo de
reconhecimento. Nesse sentido cabe salientar que as estruturas obtidas para as
formulacgGes de fracdes de quinoa: colesterol: fosfatidilcolina apresentam muitas vezes,
um tamanho consideravel, que pode estar influenciando nesse processo.
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Analisando a figura 4.1a se evidencia ainda niveis de anticorpos mais baixos
para 0s grupos referentes as formulagBes elaboradas utilizando FQ90, quando
comparados ao grupo somente imunizado com OVA. Esse fato pode estar associado as
caracteristicas tecnoldgicas da preparacdo. No momento da preparacdo das
formulagbes contendo FQ90 observou-se turbidez aliada a dificuldade do processo de
filtracdo das amostras com filtro de 0,22 um para esterilizacdo das mesmas. Em funcgéo
dessas caracteristicas, e também, devido as estruturas com mais de 400 nm
evidenciadas durante a preparacdo das amostras contendo FQ90, acredita-se que uma

parcela da formulacdo, possa ter ficado retida no filtro no momento da esterilizacao.
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DISCUSSAO GERAL







O presente trabalho foi delineado tendo como referéncia os relatos da presenca,
de saponinas triterpénicas em C. quinoa, assim como das atividades bioldgicas
atribuidas a essa classe de substancias, em especial a atividade imunoadjuvante
(ESTRADA et al., 1998) acrescida dos indicios de formacdo de complexos do tipo
ISCOM (BOMFORD et al., 1992), bem como seu potencial efeito antifungico
(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTIN, 2008).

Dessa forma, a etapa inicial do trabalho destinou-se a obtencdo de um extrato
bruto liofilizado e de fracBes purificadas em saponinas empregando processos de
fracionamento em fase sélida e ultrafiltracdo tangencial. Em funcdo da presenca de
menos saponinas na fragdo FQ50, assim como da maior presenca de substancias
interferentes, determinada mediante analise do espectro obtido por CLAE-DAD, foram
selecionadas duas fragOes, a fracdo 70 (FQ70) e a fracdo 90 (FQ90) para o

prosseguimento do trabalho.

Com o intuito de estabelecer parametros de controle de qualidade do processo
de fracionamento e objetivando ainda a quantificacdo da saponina majoritaria presente
nas fracdes purificadas de quinoa, foi desenvolvido e validado um método por CLAE-
DAD. O método em questdo pbde ser validado de forma satisfatoria e aplicado tanto
ao extrato de quinoa quanto as fracGes, para quantificacdo da saponina majoritaria. O
teor da saponina majoritaria, derivada do acido fitolacagénico, foi expresso em alfa-
hederina, padrdo externo utilizado para fins de quantificacdo, uma vez que nédo estdo
disponiveis comercialmente padrdes de saponinas de quinoa. Empregando-se o método
desenvolvido e validado, o maior teor do sinal majoritario foi obtido para FQ70 (83%),

em comparagdo com FQ90 (69%).

A acdo das fragbes FQ70 e FQ90 sobre leveduras e fungos filamentosos,
especialmente os dermatdfitos foi avaliada. O screening para investigacdo da atividade
antifangica foi realizado pela medida do halo de inibi¢do e se observou para ambas as
fracbes de quinoa auséncia de atividade frente a todas as cepas de leveduras testadas
nesse trabalho. Esses resultados s@o contraditorios aos observados por Woldemichael e

Wink (2001) que observaram atividade das saponinas de quinoa frente a cepas de C.
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albicans. Cabe no entanto ressaltar que as cepas utilizadas nesse trabalho sdo
provenientes de isolados clinicos sendo provavelmente mais resistentes do que cepas

ATCC, como as utilizadas pelos autores supracitados na ocasiéo.

Por outro lado, as fragbes de quinoa, FQ70 e FQ90, apresentaram atividade
frente a todos os dermatofitos testados. A determinagdo da concentragdo inibitoria
minima foi realizada mediante a técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocos e se
observou valores de CIM que variaram de 62 pug/mL a 250 pg/mL, dependendo da
fracdo utilizada e da cepa fungica testada. A fracdo FQ70 apresentou maior atividade
antifingica quando comparada a fragdo FQ90 e tais diferencas podem estar

relacionada com a constituicdo quimica das fracbes em questéo.

Quando comparadas a agentes antimicéticos como anidulafungina, terbinafina,
anfotericina B e miconazol, as fracbes de quinoa demonstraram um resultado
promissor. Os valores de CIM foram superiores para FQ70 e FQ90 quando
comparados aos controles em questdo, no entanto, vale salientar que as fracfes de
quinoa correspondem a um grupo de substancias e ndo compostos isolados como 0s

farmacos utilizados como controle nesse trabalho.

Adicionalmente a obtencdo de fracBes purificadas, metodologia analitica
utilizando UPLC/Q-TOF-MS, foi desenvolvida com o intuito de -caracterizar
estruturalmente as saponinas presentes nas fracoes purificadas. As principais saponinas
presentes nas fragGes purificadas, FQ70 e FQ90, foram previamente descritas na
literatura e caracterizadas como derivados da hederagenina, do &cido fitolacagénico,
acido serjanico e do acido oleanolico (MI1ZUI et al., 1988; MIZUI et al. 1990; DINI et
al.,, 2001; MADL et al, 2006; KULJANABHAGAVAD et al, 2008,
KULJANABHAGAVAD; WINK, 2009). De acordo com os resultados obtidos
mediante as analises CLAE e UPLC/Q-TOF-MS, embora as fragdes apresentem perfis
cromatogréaficos bastante semelhantes, FQ90 apresenta saponinas adicionais, derivadas
do acido oleandlico e da hederagenina, que ndo estdo presentes em FQ70. Tais
diferencas na constituicdo, bem como na proporcdo dos constituintes majoritarios das

fracbes, permitem a obtencdo de produtos com caracteristicas distintas, a exemplo da
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solubilidade, sendo FQ70 solivel em &gua e FQ90, pouco soluvel no solvente

hidrofilico.

As diferencas evidenciadas na constituicdo quimica serviram de suporte para o
entendimento dos demais resultados obtidos. As saponinas presentes nas fracoes,
FQ70 e FQ90, quando em concentracdo acima da CMC (concentracdo micelar critica)
originam estruturas micelares distintas, observadas e caracterizadas por microscopia

eletronica de transmissdo (MET) e espalhamento de luz dinamico (DLS).

As estruturas formadas quando da complexacédo das fragoes, FQ70 e FQ90, com
colesterol e fosfatidilcolina também foram distintas e ndo se evidenciou a formacéo de
complexos do tipo ISCOM para quaisquer das fragOes de quinoa avaliadas. Foram
observadas estruturas tubulares, semelhantes as obtidas com saponinas de Quillaja
(DEMANA et al., 2004; LENDEMANS et al., 2005). Também foram observadas
micelas anelares, semelhantes as obtidas por Bomford et al. (1992) para saponinas de
quinoa e que na ocasido foram considerados indicios da formacéo de matrizes ISCOM.
As micelas anelares obtidas nesse trabalho sdo semelhantes aquelas observadas por
Daines et al. (2009) quando da complexacdo de saponinas monodesmosidicas

derivadas do acido oleandlico com colesterol e fosfatidilcolina.

Embora a formacdo de matrizes ISCOM néo tenha sido evidenciada para as
saponinas das fragdes de quinoa, a atividade imunoadjuvante das mesmas foi avaliada
em funcdo de resultados controversos encontrados em literatura especifica
(BOMFORD et al, 1992; ESTRADA et al, 1998).

As fracdes, FQ70 e FQ90, apresentaram atividades de estimulacdo do sistema
imune. Camundongos imunizados com vacinas contendo FQ70/OVA e FQ90/OVA
apresentaram uma resposta imune humoral mais elevada do que aqueles imunizados
com OVA. Os resultados obtidos nesse trabalho vém ao encontro daqueles publicados
por Estrada et al. (1998) que observaram um incremento nos niveis de IgG, IgG1 e
IgA em camundongos imunizados com saponinas de quinoa e toxina de colera ou
ovoalbumina (OVA).
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A resposta imune celular, avaliada no presente trabalho, pelos ensaios de
hipersensibilidade tardia (DTH) e pelo efeito na proliferacdo de esplendcitos, foi mais
estimulada quando da administragdo de FQ90/OVA, em comparacdo a FQ70/OVA.
Esses resultados indicam que as fracfes de saponinas de quinoa estimulam de forma
diferenciada o sistema imunolégico. Enquanto FQ70 induz a estimulacdo
fundamentalmente de resposta imune humoral, FQ90 mostrou-se mais efetiva no
estimulo a resposta imune celular, estando essas diferencas relacionadas

provavelmente aos constituintes presentes nas fragdes.

Cabe destacar no entanto, que Quil A (fracdo purificada das saponinas de
Quillaja), quando comparada as fracfes de quinoa foi capaz de induzir de forma mais
efetiva as respostas imune humoral e celular. A limitacdo da utilizacdo de Quil A, em
vacinas para uso em humanos, esta relacionada com a elevada toxicidade e efeito
hemolitico dessas saponinas. Em relacdo a toxicidade das fracGes de quinoa, alguns
ensaios foram realizados e demonstraram que tanto FQ70 quanto FQ90 apresentam
menor efeito hemolitico e toxicidade quando comparadas com Quil A, indicando o

potencial da utilizagdo das saponinas de quinoa como imunoadjuvante.

Especificamente, com relacdo ao efeito hemolitico e toxicidade, as fragcdes de
quinoa apresentaram diferencas. Enquanto FQ70 demonstrou ser atdxicca FQ90
apresentou sinais de toxicidade quando administrada em camundongos. FQ90 foi
também mais hemolitica do que FQ70. Cabe ressaltar no entanto que ambas as fracGes

de quinoa s@o menos hemoliticas quando comparadas a Quil A.
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CONCLUSOES







A separacdo em fase solida empregando Diaion HP-20 e misturas
hidrometandlicas em diferentes proporcGes permitiu a obtencdo de fracdes

purificadas de saponinas de sementes de C. quinoa.

O método analitico desenvolvido, por CLAE-DAD, é aplicavel para o controle
de qualidade das fragOes de saponinas de quinoa, permitindo a quantificacdo
satisfatoria da saponina majoritaria presente tanto no extrato bruto quanto nas

fracbes de saponinas de quinoa.

As fragdes de quinoa ndo apresentam atividade antifungica frente as cepas de
leveduras testadas, no entanto, apresentaram atividade frente a dermatdfitos,

sendo FQ70 a fragdo que apresentou maior atividade.

As fracOes de quinoa, FQ70 e FQ90, quando em concentragbes acima da CMC
originam agregados micelares distintos, na forma de micelas esféricas e

filiformes.

FQ70 e FQ90 quando complexadas com colesterol e fosfatidilcolina néo

originam complexos do tipo ISCOM.

FQ70 e FQ90 em formulagdes contendo colesterol e fosfatidilcolina originam

basicamente estruturas tubulares e micelas anelares.

As estruturas quimicas das principais saponinas presentes nas fracfes de quinoa
puderam ser caracterizadas pela técnica de UPLC/Q-TOF-MS desenvolvida

nesse trabalho.

As fracdes de quinoa estimulam o sistema imunologico de forma diferenciada:
FQ70 estimula basicamente a resposta imune humoral enquanto FQ90 promove

o0 estimulo principalmente da resposta imune celular.

FQ90 apresenta atividade hemolitica e toxicidade frente a A. salina superior

guando comparada com FQ?70.
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