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AGUIAR, B.A.A., 2015, Estudos de controle de qualidade e fitoquimica de extrato e
fracbes obtidas de sementes de Paullinia cupana Kunth e sua atividade sobre
Helicobacter pylori, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual de Maringa. 66p.

Paullinia cupana Kunth, conhecida por guarana, é uma planta brasileira nativa da
Amazobnia, sendo suas sementes de ampla utilizacdo no mercado alimenticio e
farmacéutico. Diversas atividades biologicas tém sido descritas na literatura pelo uso
de extratos brutos e suas fracdes semipurificadas. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a qualidade de dois diferentes lotes da planta, caracterizar quimicamente
a fracdo semipurificada aquosa (FAQ) e avaliar a atividade do extrato bruto e fracdes
semipurificadas sobre a bactéria Helicobacter pylori. A partir do extrato bruto de P.
cupana (EBPC) prepararam-se as fracoes semipurificadas por particdo com acetato
de etila (EPA) e agua (FAQ). Para o controle de qualidade, dos dois lotes de
sementes, foram realizadas analises fisico-quimicas farmacopeicas da droga vegetal
e analise do perfil quimico via CLAE-DAD na fracdo EPA. Para andlise do perfil
quimico da FAQ, foram realizados RMN *C de sélidos e EM via infusdo direta. Os
resultados das andlises fisico-quimicas para os lotes 1 e 2 foram, respectivamente:
32,75% e 29,71% em teor de extrativos; 1,87% e 1,42% de cinzas totais; 8,84% e
9,94% na perda por dessecacao; 6,37% e 5,13% no doseamento de metilxantinas, e
9,62% e 9,25% no teor em polifendis totais e a analise por CLAE-DAD mostrou
semelhanca no perfil quimico dos lotes. O espectro de RMN *3C, no estado sélido,
apresentou caracteristicas de flavan-3-ol com sinais correspondentes as duas
regibes fendlicas (anéis A e B); a ligacdo interflavonoides, caracteristicas estas que
sugerem a presenca de taninos condensados (proantocianidinas). O espectro de
massas demonstrou a presenca de monémeros, dimeros, trimeros e tetrameros de
procianidinas, além da presenca de acido cafeico e derivados. A avaliacao bioldgica
demonstrou que o extrato e fracbes ndo possuem forte atividade sobre Helicobacter
pylori, mas uma atividade bacteriostética. Os resultados demonstram a qualidade e
caracteristicas do material vegetal utilizado no estudo e a presenca de taninos

condensados e &cido cafeico na FAQ do extrato de guarana.

Palavras-chaves: Paullinia cupana, ensaios farmacopeicos, proantocianidinas, acido

cafeico, Helicobacter pylori.



AGUIAR, B.A.A., 2015, Quality control and phytochemical evaluation of extract and
fractions obtained from Paullinia cupana Kunth seeds and its activity against
Helicobacter pylori, Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, State University
of Maringa. 66p.

Paullinia cupana Kunth, known as guarana, is a native Brazilian plant from the
Amazon, and its seeds have wide use in the food and pharmaceutical market.
Several biological activities have been described in the literature by using crude
extracts and their semi-purified fractions. The objective of this study was to evaluate
the quality of two different lots of the plant, chemically characterize the aqueous
semipurified fraction (FAQ), and assess the activity of the crude extract and
semipurified fractions against Helicobacter pylori. From the crude extract of P.
cupana (EBPC) yielded the semipurified fractions in ethyl acetate (EPA) and water
(FAQ). For quality control, of the two lots, pharmacopoeic analyses were made in
plant drugs and analysis of chemical profile via HPLC-DAD was made in the EPA
fraction. The chemical profile of the FAQ were performed by using **C NMR and MS
by direct infusion. The results of physico-chemical analyses for lots 1 and 2 were,
respectively, 32.75% and 29.71% in extractives content; 1.87% and 1.42% of total
ash; 8.84% and 9.94% loss on drying; 6.37% and 5.13% in the determination of
methylxanthines, and 9.62% to 9.25% in total polyphenol content, and by HPLC-DAD
showed similarity in the chemical profile of two lots. The solid **C NMR spectrum
showed characteristics of flavan-3-ol as signals corresponding to the two phenolic
regions (rings A and B); bond of interflavonoids, these characteristics suggest the
presence of condensed tannins (proanthocyanidins). The mass spectrum showed the
presence of monomers, dimers, trimers and tetramers of procyanidins, and the
presence of caffeic acid and derivatives. The biological evaluation showed that the
extract and fractions do not have strong activity against Helicobacter pylori, but a
bacteriostatic activity. The results demonstrate the quality and characteristics of the
plant material used in the study and the presence of condensed tannins and caffeic

acid in the FAQ guarana.

Keywords: Paullinia cupana, pharmacopeial assays, proanthocyanidins, caffeic acid,
Helicobacter pylori.
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1 INTRODUCAO

As plantas séo utilizadas pelo homem como fonte de alimentos, vestimentas,
habitacdo, utilidades domeésticas, manifestagdo artistica e cultural, entre outras, desde o
inicio da sociedade. A busca por tratamento de enfermidades com o uso de plantas,
inicialmente, se deu de forma empirica, onde as espécies eram escolhidas pela semelhanca
do formato de suas folhas ou frutos com as partes do corpo doentes. Os conhecimentos
adquiridos foram repassados de geracdo em geracdo, sendo registrados por inUmeras
civilizagbes antigas, como o famoso Papiro de Ebers, considerado o mais extenso e famoso
documento sobre praticas medicinais ancestrais (aproximadamente 1.500 a.C.), o qual
possui relatos do uso de plantas para o tratamento de enfermidades. O primeiro compéndio
europeu de plantas medicinais data do século | d.C. e foi escrito pelo médico grego
Dioscorides. As monografias desses compéndios eram baseadas nas ilustracdes das
plantas em questdo, suas nomenclaturas e indica¢cbes (Bryan, 1930, Schulz et al., 2002,
Cunha et al., 2003, Simoes et al., 2004).

Até o século XIX a medicina tradicional pautada no uso de plantas era predominante.
Com o inicio do isolamento de substéncias e da sintese quimica houve uma drastica
diminuicdo do uso de plantas e seus extratos, sendo entdo, seu uso considerado como uma
modalidade alternativa. O uso de medicamentos sintéticos ou substancias isoladas
passaram a ser 0s principais arsenais terapéuticos, visto a revolugéo cientifica e tecnolégica
ocorrida no periodo (Shulz et al., 2002, Cunha et al., 2003, Simbes et al., 2004).

Com o desenvolvimento da ciéncia a partir do século XIX, as plantas tém sido objeto
de estudo para a elucidacdo de novas moléculas bioativas, para que possam se tornar
novos medicamentos, mais eficazes e potentes que os atualmente disponiveis. Uma
numerosa parcela dos medicamentos utilizados pela medicina é derivada de plantas (Shulz
et al., 2002).

O estudo de plantas com a finalidade de isolamento de substancias, elucidacéo
estrutural e modificacdo e/ou sintese dessas moléculas, mantém-se de grande interesse
pela comunidade cientifica, pois continua sendo uma tarefa desafiadora. Além do fato da
riqueza de moléculas, a diversidade quimica encontrada em produtos naturais € muito maior
gue a biblioteca de substancias sintéticas atualmente disponivel (Bucar et al., 2013).

O Brasil € o pais com a mais abundante maior biodiversidade do planeta, onde estdo
presentes espécies nativas de plantas medicinais, as quais sdo matérias-primas para a
fabricagcdo de fitoterapicos e outros medicamentos, além de serem objeto de estudo para a

descoberta de novos farmacos em potencial.
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A riqueza biolégica brasileira associada a sua sécio diversidade social, a qual que
envolve varios povos e comunidades, com visdes, saberes e préticas culturais préprias,
torna-se ainda mais importante. Pois, com seu vasto patrimdnio genético e sua diversidade
cultural, o Brasil, tem a oportunidade de estabelecer um modelo de desenvolvimento préprio
e autdbnomo na area de plantas medicinais e fitoterapicos, que prime pelo uso sustentavel da
biodiversidade e respeite principios éticos (Brasil, 2009). Considerando a relagdo da riqueza
biol6gica e do conhecimento popular tem-se no Brasil um grande potencial do surgimento de
novos medicamentos. Hoje, existem estudos comparativos demonstrando que pesquisas
pautadas em espécies usadas com base no conhecimento popular, indicativas de espécies
gue contém substancias bioativas, sdo mais bem sucedidas do que as pautadas em
espécies escolhidas ao acaso (Simdes et al., 2004).

Assim o estudo de espécies da biodiversidade brasileira torna-se importante para o
estabelecimento de projetos cooperativos entre os diversos setores envolvidos na cadeia de
producdo do setor de plantas medicinais, medicamentos fitoterapicos e industria
farmacéutica no geral, industria alimenticia e cosmética, pois favorece o desenvolvimento de
tecnologias apropriadas que incentivem pequenos empreendimentos, como a agricultura
familiar e o uso sustentavel da biodiversidade nacional. Na questdo do uso terapéutico das
plantas, esses saberes e praticas estéo intrinsecamente relacionados aos territérios e seus
recursos naturais, como parte integrante da reproducéo sociocultural e econdmica desses
povos e comunidades. A expectativa é de que esta acdo intensifigue o investimento em
pesquisa de espécies nativas da flora brasileira e desenvolvimento por parte do setor
privado, viabilizando alavancar esta cadeia produtiva (Brasil, 2009).

Considerando o guarana, uma espeécie tipicamente brasileira, e os inUmeros relatos
de seu uso pelas populagdes nativas, as pesquisas cientificas que explorem seu potencial
farmacol6gico sdo promissoras.

A partir de todo este contexto, o presente trabalho visou o estudo quimico da fragao
aquosa de extrato de guarana obtido pelo processo de extracdo descrito na Patente
P10006638-9 . A necessidade de estudos quimicos da fragdo aquosa do extrato do guarana
é crescente pelos trabalhos realizados envolvendo atividades biolégicas do mesmo, com
isso a investigacdo de uma provavel acdo frente a bactéria Helicobacter pylori também foi
realizada devido a potencialidade da natureza das substancias a serem pesquisadas neste

tipo de extrato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

2.1.1 Familia Sapindaceae
A familia Sapindaceae esta distribuida em quatro subfamilias, Dodonaeoideae,

Hippocastanoideae, Sapindoideae e Xanthoceroideae (Buerki et al., 2010). Compreende
cerca de 141 géneros e 1900 espécies, sendo a maioria encontradas em zonas tropicais ou
subtropicais e alguns géneros em zonas sub-temperadas (Acevedo-Rodriguez et al., 2011).
No Brasil essa familia é representada por 27 géneros e 419 espécies (Somner et al., 2013).
Dentro da subfamilia Sapindoideae a tribo Paullinieae, composta pelos géneros
Cardiospermum, Houssayanthus, Lophostigma, Paullinia, Serjania, Urvillea e Thinouia,
responde por cerca de 60% das espécies Sapindaceae na regido neotropical (Acevedo-
Rodriguez et al., 2011).

A grande maioria das espécies dessa familia é nativa da Asia, mas também estéo
presentes na América do Sul, Africa e Austrdlia. Muitas destas espécies S&0
economicamente importantes, como pode-se citar o guarana (Paullinia cupana Kunth), lichia
(Litchi chinensis Sonn.), longan (Dimocarpus longan Lour.), pitomba (Talisia esculenta
Radlk.) e rambutan (Nephelium lappaceum Poir.) (Menzel, 2003, Herculando e Matos, 2008,
Buerki et al., 2009).

A maioria dos géneros de Sapindaceae sdo predominantemente arvores emergentes
de tamanho médio a grande ou arbustos eretos. Arvoretas, cipos, e subarbustos séo
restritas aos tropicos. Ha cerca de 500 espécies de lianas, as quais sao exclusivas a regido
neotropical (Acevedo-Rodriguez et al., 2011). Nesta familia a maioria das trepadeiras
possuem gavinhas, com caule de crescimento em espessura anémalo, os arbustos e
mesmo arvores possuem folhas alternas, compostas, sem estipulas, ou as vezes inteiras
(Schulz, 1968). As flores sdo pequenas, em geral branco-esverdeadas, ndo vistosas,
reunidas em inflorescéncias paniculadas axilares ou terminais. S&o hermafroditas ou de
sexo separado, as vezes com os 3 tipos de flores na mesma inflorescéncia (poligamia),
ciclicas, em geral de simetria zigomorfa, diclamideas. Suas sépalas e pétalas sao
pentdmeras ou em numero menor. Androceu formado em geral por oito estames. Ovario
superior, tricarpelar e trilocular, cada l6culo com um sé 6vulo. Fruto seco indeiscente, de
pericarpo de consisténcia cartilaginosa ou esquizocarpo, com fruticulos samaroideos,

sempre com sementes no apice e suas sementes as vezes apresentam arilo (Joly, 2002).
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2.1.2 Género Paullinia
O género Paullinia L. pertence a familia Sapindaceae, subfamilia Sapindoideae, tribo

Paullinieae Kunth ex DC. (1824) é constituido por aproximadamente 190 espécies nativas
da regidao neotropical e caracterizam-se por serem trepadeiras lenhosas (Acevedo-
Rodriguez et al., 2011).

Certas espécies de Paullinia sdo venenosas, podendo inclusive envenenar o mel
produzido por abelhas, ou serem utilizadas no envenenamento de flechas pelos indios,
como também na pescaria mergulhando-se as plantas com raizes na agua (timbd) (Joly,
2002). Numerosas espécies de Paullinia tém sido relatadas como sendo Uteis na preparacéo

de medicamentos e bebidas ricas em cafeina (Acevedo-Rodriguez et al., 2011).

Segundo levantamento bibliografico realizado por Antonelli-Ushirobira (2003) muitas
espécies sao citadas por terem propriedades medicinais, como, P. barbadensis Jacq., P.
costaricensis Radlk., P. cupana Kunth, P. emetica R.E. Schult., P. fuscescens Kunth, P.
imberbis Radlk., P. meliifolia Juss., P. pinnata L., P. pterophylla Triana & Planch., P.
tomentosa Jacq., P. trigonia Vell. e P. yoco R.E. Schult. & Killip. Ainda segundo o
levantamento, a utilizacdo dessas espécies pelo uso popular se da no tratamento de
nevralgias, dores de cabec¢a, doencas mentais, diarreia, tensdo pré-menstrual, dores poés-
parto, arteriosclerose, reumatismo e também hé relatos como contraceptivos. Ja as espécies
P. cupana, P. yoco e P. pterophylla séo utilizadas na preparacdo de bebidas estimulantes e
para P. cupana e P. pinnata sdo atribuidas propriedades especiais de magia e

encantamento.

2.1.3 Paullinia cupana Kunth
Paullinia cupana Kunth é uma planta brasileira originaria da regido central da

Amazobnia. Conhecida popularmente como guarana e pelos indios como “uvarand” é a
espécie de maior importancia econémica do género Paullinia, com utilizacdo ampla e difusa,
destacando-se como uma das plantas medicinais mais usadas na Amazoénia brasileira, com
seus efeitos estimulantes ja conhecidos na Europa desde os tempos da colénia. A primeira
descricdo datada do guarana se deu em 1669, pela observacdo do jesuita Jodo Felipe
Betendorf, que os indios, na Amazobnia, consumiam uma bebida feita de guarana com
propriedades diuréticas, acdo contra dores de cabeca, febres e cadimbras. Na metade do
século 18, a atividade antidiarreica passou a ser explorada. A partir dai, muitas
caracteristicas desta planta passaram a ser exploradas e pesquisas em torno da

constituicdo quimica ganharam espaco (Henman, 1982, Polo, 2006).
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Figura 1 — Frutos (A) e Sementes (B) de Guarana in natura e secas em tacho de ferro.

O arbusto de Paullinia cupana é de pequeno porte, com casca escura. Possui ramos
tirsoides pilosos na extremidade e glabros na base de 4 a 8 mm de diametro. As folhas sdo
compostas penadas em disposi¢cao distica com 5 foliolos, peciolo comum, e medem de 7 a
15 cm de comprimento, nu e glabro, estipulas de 2 a 3 mm de comprimento. Quanto as
flores estas sdo grandes, poligamas, zigomorfas, com simetria obliqua, aromaticas e
dispostas em cachos, possuem sépalas submembranosas de cerca de 3 mm e pétalas
oblongas de 3 a 5 mm. Seus frutos (Figura 1) sdo globosos e brilhantes em forma de
capsulas elipsoides ou esféricas, apiculadas, com coloragdo vermelha na parte superior e
amarela na inferior de 2 a 3 cm. Possuem uma ou duas sementes ovoides, com
aproximadamente 12 mm de comprimento, possui arilo abundante antes da maturacgéo,
testa amarelo-claro ou preta, o embrido ndo possui albumen, é curvo e contém cotilédones

carnosos, firmes, plano-convexos (Menezes Junior, 1942, Corréa et al., 1984, Polo, 2006).

Os indios Maués costumam preparar uma pasta com as sementes de guarana, com
intuito de conservagdo do produto, para poder utiliza-lo a qualquer época. A pasta &
preparada a partir da privagcdo dos frutos maduros de suas partes moles (exocarpo,
mesocarpo e arilo), dispostos em pequenas camadas e em local limpo, para secagem rapida
e livre de fermentagdo. Em forno apropriado, as sementes séo torradas em calor regular,
sendo frequentemente remexidas, para que o aquecimento ocorra uniformemente. Depois
de torradas, as sementes sao transferidas para um saco e sao vigorosamente batidas, para
a separacao do tegumento. Depois da limpeza das mesmas, sdo transferidas para um pilao
de madeira, previamente aquecido, e trituradas a po6 fino. Adiciona-se agua para a formacao
da pasta, a qual € moldada em cilindros, paes ou formas variadas (Figura 2). Com o tempo
essa pasta torna-se rigida, e para utilizd-la € necessaria a raspagem com o auxilio do 0sso

hioide do pirarucu, um peixe amazénico (Figura 2). Essa pasta pode ser encontrada no
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comércio, adicionada de cacau, farinha de mandioca ou cascas de quina, com 0 objetivo de

aumentar a consisténcia da massa ou o amargor peculiar (Corréa et al., 1984).

Figura 2 — Pastas de guarana moldadas em diferentes formas,(A) e em formato

cilindrico (B) e osso de pirarucu (C).

O xarope de guarana, em particular, é bastante utilizado pela industria alimenticia na
América Latina como flavorizante em refrigerantes e licores. O guarana tem sido utilizado
também no preparo de bebidas carbonatadas, comercializadas como altamente energéticas
(Duke, 1987).

Devido o grande interesse pelo guarana tanto pelas industrias alimenticia e
cosmética, quanto pela farmacéutica, inUmeros estudos fitoquimicos e farmacologicos tem
sido realizados com guarana. Suas sementes contém altas concentracdes de metilxantinas,
como a cafeina, teofilina e teobromina, saponinas e polifendis, especialmente taninos
(Yamaguti-Sasaki et al., 2007). Os principais constituintes quimicos das sementes de
guarana, elegidos como os principais responsaveis pelas atividades biolégicas e suas
diversas formas de uso, sdo os taninos e as metilxantinas. Sementes de guarana de
diferentes lugares foram analisadas quanto ao teor de taninos totais (TT) e metilxantinas
(MX). As sementes foram provenientes do Estado de Mato Grosso, regido de Alta Floresta
(AMO1), e do Amazonas, de Maués (AMO2). O teor de taninos totais encontrado para
AMOL1 foi de 5,92 + 0,24% e para AMO2 foi de 4,14 + 0,25%. No doseamento de
metilxantinas obteve-se para AMO1 valor de 6,07 + 0,07%, enquanto que AMO2 apresentou
um valor superior de 7,78 + 0,11% (Antonelli-Ushirobira et al., 2004).

Amostras de sementes de guarana provenientes da regido amazénica e secas por
diferentes métodos foram avaliadas. Através do doseamento por métodos
espectrofotométricos, o maior teor de MX foi obtido com as sementes secas em tacho
metdlico por 4 h com adicdo de agua, enquanto que o maior teor de TT foi obtido com a
amostra torrada em tacho metalico por 4 h sem agua (Antonelli-Ushirobira et al., 2004).

Posteriormente, estudos fitoquimicos da fracdo semipurificada acetato de etila de

guarand mostraram a presenca de mondmeros de flavan-3 6is (Figura 3), como a
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epicatequina, catequina, ent-epicatequina (Figura 3), cafeina e procianidinas B1, B2, B3, B4,
A2 e C1 (Figura 4) (Antonelli-Ushirobira et al., 2007, Yamaguti-Sasaki et al., 2007, Ito, 2011,
Klein et al., 2012).

OH OH

OH OH
H K Ha Il/’He
on a4 Hed oH a
Catequina Epicatequina

HO

ent-epicatequina

Figura 3 — Monbmeros de flavan-3-6is catequina e epicatequina.



27

OH
OH OH

OH OH

OH

OH

OH

OH OH

HO (0]

Procianidina B2

Procianidina B1

OH
OH oH
OH OH

OH

HO

OH
OH

HO

OH

Procianidina A2

Procianidina B4

Procianidina C1

Figura 4 — Procianidinas isoladas de P. cupana.

Como os extratos vegetais nem sempre apresentam as mesmas concentragdes de
ativos, devido as diferencas entre as caracteristicas edafo-climaticas apresentadas entre
lotes de uma mesma planta, € necessario que se conheca 0s marcadores quimicos
presentes no extrato. Estes marcadores podem ou ndo ser componentes ativos, que seréo
avaliados e quantificados sempre que um novo lote de extrato for produzido. Assim
consegue-se padronizar o extrato em funcdo dos marcadores quimicos e tem-se sempre um
mesmo teor de substancias ativas na forma farmacéutica final (Simdes et al., 2001). Klein e
colaboradores (2012) desenvolveram e validaram uma metodologia analitica de
guantificacdo de marcadores quimicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia para

andlise de fracdo semipurificada de guarana, onde pode-se quantificar cafeina, catequina e
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epicatequina. Assim, pode-se confirmar a qualidade e semelhanca em teores quimicos entre

as diferentes matérias-primas vegetais.

Vérios trabalhos ja foram e estdo sendo realizados com o objetivo de confirmar e
averiguar alguns dos efeitos atribuidos ao guarana. Experimentos in vivo relataram baixa
toxicidade desta droga, exibindo efeitos antioxidantes, antiamnésia, efeito protetor contra
danos no DNA induzidos por DEN (Nitrosodietilamina) em figado de rato e potencial acédo
como quimiopreventivo na carcinogénese. Diversas substadncias com propriedades
guimiopreventivas e antineoplasicas, como as metilxantinas e polifendis apresenta a agéo
como quimiopreventivo na carcinogénese. Este fato acontece pela reducdo da expanséo
celular de células pré-neoplasicas, diminuindo a proliferagdo e aumentando a apoptose das
células tumorais, e consequentemente, reduzindo a area do tumor. O guarana ja
demonstrou possuir agdo antiproliferativa in vitro em células de cancer de mama da
linhagem MCF-7, em concentracdes de 5 e 10 pg/mL e um efeito significativo de interacdo
com medicamentos quimioterapicos, melhorando o efeito antiproliferativo destes agentes
guimioterapéuticos (Espinola et al.,, 1997, Mattei et al., 1998, Otobone et al., 2005,
Fukumasu et al., 2006a,b, Fukumasu et al., 2008, Hertz et al., 2015).

Alguns trabalhos relacionados a acdo do guarana sobre o sistema nervoso central
relatam um efeito benéfico sobre a cognigcdo, ndo alterando a atividade locomotora e uma
relevante atividade antidepressiva apoés tratamento cronico. A fracdo acetato de etila € ativa
por via oral e produz efeitos panicoliticos em ratos submetidos ao teste labirinto em T
elevado (ETM). Os sistemas neurotransmissores serotoninérgicos e dopaminérgicos estéo
envolvidos neste efeito. Assim, essa fracdo pode ser til no tratamento de transtornos de
humor tais como transtorno do péanico. O efeito ansiolitico e panicolitico da fracdo
semipurificada aquosa do extrato do guarand também foi avaliada e os resultados obtidos
comprovaram a existéncia destas atividades (Otobone et al., 2005, Otobone et al., 2007,
Roncon et al., 2011, Rangel et al., 2013) .

Uma potencial atividade bacteriostatica contra Streptococcus mutans foi descrita em
experimentos in vitro, a qual pode ser utilizada na prevencéo da placa dental bacteriana. Os
resultados da atividade antioxidante e antibacteriana contra S. mutans demonstraram que as
atividades séo diretamente proporcionais a quantidade de polifendis presentes no extrato
(Yamaguti-Sasaki et al., 2007). Os extratos e substéncias isoladas do guarana foram
avaliados in vitro contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, e mesmo em concentracbes de até 1000 ug/mL, ndo houve
atividade contra esses microrganismos (Antonelli-Ushirobira et al, 2007). Porém, Barbosa e

Mello (2004) avaliaram, através de estudo clinico, a atividade do extrato aquoso produzido
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com sementes de guarana (5 e 7,5%) sobre a formagéo de placa bacteriana dentaria,
comparando-o com o0 gluconato de clorexidina (0,12%) no uso como bochecho. Os
resultados de atividade antiplaca comprovaram estatisticamente a eficiéncia dos extrativos
de guarand em relac@o ao controle positivo . Matsuura e colaboradores (2014) avaliaram o
efeito do extrato aquoso de guarana na concentracdo de 10 mg/mL sobre candidiase oral, e
os resultados mostraram que ndo houve inibicdo no crescimento de Candida albicans,
porém reduziu a adesdo da Candida sp. em células epiteliais bucais e em superficies de
poliestireno o que demonstra o potencial uso do guarana na prevencéo de doencas bucais .
Ainda relacionado ao sistema digestorio, o extrato de guarand apresenta também
propriedade gastroprotetora e oferece beneficios terapéuticos nos distlrbios
gastrointestinais, como reducdo de lesdes gastricas agudas induzidas por indometacina e

etanol (Campos et al., 2003).
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2.2 ASPECTOS QUIMICOS

2.2.1 Metilxantinas
Metilxantinas sao substancias derivadas das xantinas, sendo seus precursores bases

paricas livres, como hipoxantina, adenina, guanina e nucleosideos. Este grupo de
substancias esta distribuido principalmente em espécies vegetais de regides tropicais e
subtropicais, podendo ocorrer em zonas temperadas também, porém com menor frequéncia.
No vegetal este grupo quimico estd envolvido com o metabolismo do nitrogénio e do
carbono, envolvido com reacfes de transmetilacdo e desmetilagdo. Espécies dos géneros
Coffea, Cola, Theobroma, llex, Camellia e em especial Paullinia contém quantidades

consideraveis de metilxantinas (Simdes et al., 2004).

Quimicamente as metilxantinas sdo solUveis em agua e solu¢des aquosas acidas a
guente e etanol a quente, solventes organicos clorados e solugdes alcalinas de hidroxido de
amonio. Caracterizam-se por apresentarem-se como bases fracas que se dissociam
facilmente em agua, sdo extraidas por solventes clorados em meio amoniacal ou por suas
solugdes acidas. A “reacdo de murexida” permite a caracterizagdo destes compostos,
pautada na cisdo oxidativa em aloxano e &cido diallrico resultando na formag&o de um
complexo amoniacal, chamado purpurato de amodnio de coloragdo violacea. A
caracterizacdo pode ser realizada também por CCD, usando como sistema eluente
cloroférmio e etanol ou um sistema acido com, por exemplo, acido acético, metanol e
acetato de etila, com revelador a base de iodo ou o principio da reagdo de murexida ou luz

ultravioleta (Simdes et al., 2004).

As metilxantinas mais conhecidas sao cafeina, teofilina e teobromina (Figura 5).
Essas substancias agem em receptores do sistema nervoso central, melhorando o humor,
excitacdo e os niveis de concentracdo. A agdo das metilxantinas no sistema nervoso central
parece estar relacionada com a interacdo antagonista de receptores de adenosina, outros
mecanismos podem estar relacionados, porém 0s outros mecanismos ocorrem com altas
doses de metilxantinas. A acao antagonista dos receptores de adenosina esta relacionada
com a reducgdo da incidéncia de doencas neurodegenerativas, como o mal de Parkinson e
de Alzheimer, pois o bloqueio desses receptores leva a um aumento da atividade neuronal
do cérebro, fazendo com que estas células tenham um tempo de vida mais longo. O
aumento dessa atividade neuronal pode ser devido a uma regulacdo da perfusdo cerebral,
por um aumento no consumo de oxigénio cerebral, ou aumento da producdo de fluido

cerebroespinal (Franco et al., 2013).
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Figura 5 - | — Cafeina (1,3,7-trimetilxantina); Il — Teofilina (1,3-dimetilxantina); Il —

Teobromina (3,7-dimetilxantina).

2.2.2 Taninos Condensados
Taninos sdo substancias de natureza fendlica encontradas em varias espécies

vegetais, com peso molecular podendo variar de 500 a 3000 u. Sao divididos em dois
grandes grupos, taninos hidrolisdveis e taninos condensados. Uma de suas principais
propriedades é a formacdo de complexos com proteinas e sdo responsaveis pela

adstringéncia de muitas frutas e vegetais (Simdes et al., 2004).

Taninos condensados, também chamados de procianidinas oligoméricas, sao
polimeros formados pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-
3,4-diol (Figura 6). A nomenclatura dessas substancias pela sistematica IUPAC nado se
mostra pratica por serem muito complexos. A nomenclatura proposta por Hemingway et al.
(1982) no geral é bem aceita, onde os nomes sao formados a partir da estrutura basica dos
flavan-3-6is. Quanto a estereoquimica dos flavan-3-6is em geral no carbono 2 é R, em
substancias 2S aplica-se o prefixo ent ao nome, dessa forma, (+)-catequina é chamada de

catequina e (-)-catequina é chamada como ent-catequina (Simdes et al., 2004).

@]
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Figura 6 — Estrutura basica dos flavan-3-6is e flavan-3,4-didis.

Essas substancias apresentam varias atividades bioldgicas, em especial no trato

gastrointestinal, onde estdo relacionadas com a precipitacdo de proteinas no sitio de
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localizag&o de Ulcera péptica, formando uma pelicula protetora, que promove o reparo do
tecido. Possuem também potencial acdo nos processos anti-inflamatoérios, atividade

antioxidante e ainda atividade anti-Helicobacter pylori (Jesus et al., 2012).

Pastene et al. (2009a, 2009b, 2010) demonstraram que extratos de casca de maca,
ricos em taninos condensados apresentam atividade inibitéria da urease de Helicobacter
pylori, enzima importante para colonizagdo da bactéria no trato gastrointestinal, e atividade
inibitéria da toxina VacA, principal fator de viruléncia da bactéria e atividade antiades&o de
H. pylori. Teymournejad et al. (2010) desenvolveram um enxaguante bucal contendo extrato
de Salvadora persica L. para remover o H. pylori da placa dental, concluindo que este

extrato, que é rico em taninos, foi um forte inibidor do crescimento de H. pylori na boca.
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2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS

2.3.1 Helicobacter pylori
Helicobacter pylori € uma bactéria Gram negativa, microaerdfila e espiralada

(Levinson e Jawetz, 1994), considerada como um dos maiores fatores de risco para o
desenvolvimento de gastrite, Ulceras duodenais e géstricas (Fox e Wang, 2001), cancer
gastrico (Herrera e Parsonnet, 2009) e linfomas gastricos associados a mucosa (Parsonnet
et al., 1994) e as células B (Wotherspoon et al., 1991). Em 1994, a Agéncia Internacional
para Pesquisa do Cancer declarou o H. pylori como carcinogénico classe | (IARC, 1994). A
erradicacdo do H. pylori é reconhecidamente um tratamento importante e fortemente
recomendado contra as doencas do aparelho gastrico (Chenoll et al., 2011, Jesus et al.,
2012). Uma das fontes de infeccdo do H. pylori é a boca e a placa dentaria. Estudos
demonstram que a erradicacdo desta bactéria destes locais pode inibir a reinfeccdo do
estbmago, visto que, devido a presenca desta bactéria na placa dental e a fraca penetragédo
de antibitdticos sobre a placa dentaria, a bactéria volta a colonizar o estbmago e reaparece
novamente ap0s o tratamento com antibidtico e remogdo da infeccdo do estdbmago
(Teymournejad et al., 2010). Assim, a remoc¢ao da placa dentaria contribui para a eliminagéo
das fontes de bactérias que possam estar envolvidas na recolonizacdo estomacal. Segundo
Parente e Parente (2010), a infec¢ao pelo H. pylori € uma das mais prevalentes entre os
seres humanos, estimando-se que afete aproximadamente metade da populagdo mundial
em todos os continentes, havendo correlacdo inversa entre taxas de prevaléncia e situacao

sOcio-econ6mica da populagéo.

Como referencial tedrico, sabe-se que extratos vegetais tém sido frequentemente
utilizados na medicina tradicional para tratamento de varias doencas, e que os polifendis
encontrados em diversas espécies vegetais tém apresentado significativa atividade
antimicrobiana frente a H. pylori. Burger et al. (2000) utilizando suco de cranberry,
demonstrou que polifendis de alto peso molecular (procianidinas) inibem a adesédo da H.
pylori na mucosa géstrica, sugerindo um importante papel na prevencao de Ulceras pépticas.
Os autores sugerem que os polifendis inibem a ligacdo da adesina desta bactéria com o
acido sidlico. Estudos comprovaram o efeito inibidor de extratos vegetais ricos em
substancias fendlicas sobre o crescimento da H. pylori e seus principais mecanismos de
instalagdo na mucosa gastrica (Burger et al., 2000, Pastene et al., 2009a,b, Pastene et al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve por objetivo realizar o controle de qualidade do material vegetal e
a avaliar quimicamente a fracdo semipurificada aquosa de extrato de guarana e realizar a

avaliacdo biolégica frente a bactéria Helicobacter pylori.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o controle de qualidade das sementes de guarand utilizadas durante o

desenvolvimento do presente projeto;

Avaliar o perfil quimico da fracdo semipurificada acetato de etila de P. cupana

utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Obter e caracterizar a fracdo semipurificada aquosa de P. cupana por RMN °C de

sélidos e espectrometria de massas;

Avaliar a atividade bioldgica do extrato e frag6es semipurificadas de P. cupana contra

a bactéria Helicobacter pylori.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Solventes e Reagentes
Todos os solventes e reagentes empregados possuem grau de pureza pro-andlise (p.a.)

das marcas Mallinckrodt®, Merck®, Sigma®, Carlo Erba®, Vetec®, BioRad®, Baker® ou

Synth®, exceto quando especificado.

e Acetato de etila

e Acetona

e Acetonitrila grau HPLC

e Acido acético

e Acido cloridrico

e Acido férmico

e Acido trifluoroacético

e Agar triptona de soja

e Albumina sérica bovina

e Alcool de cereais — Cerealcool

e Anidrido acético

e Caldo infuso de cérebro e coragédo (BHI)
e Carbonato de sodio

e Cloreto de sodio

e Cloreto férrico

¢ DMSO (dimetilsulfoxido)

e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético)
e Fosfato de s6dio monobasico e dibasico
e Hidroxido de sédio

e Hipoclorito de sddio

e Metanol deuterado Isotec®

e Metanol grau HLPC

e n-propanol

e Nitrogénio liquido — Departamento de Fisica da UEM

e Reagente de Folin-Ciocalteu



Reagente corante de ensaio de proteina BioRad
Sangue de carneiro — Biotério da UEM
Sephadex G-25

Sephadex LH-20

Soro fetal bovino

Vitamina C

4.1.2 Equipamentos

Aparelho de ressonancia magnética nuclear, Varian Gemini 300BB
Balanga analitica, Marte®, modelo AY220
Bomba a vacuo, Pfeiffer Vacuum modelo DV05

Camera de lampada UV 254 nm

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, Waters Alliance 2695 (Milford, MA, EUA), com
compartimento de controle de temperatura da coluna, desgaseificador em linha, bomba

guaterndria, amostrador automatico e um detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters

2998). Software Empower 3 (Milford, MA, EUA).

Espectrometro de massas triplo quadrupolo, Micromass Quattro APl micro™ equipado

com uma fonte de ionizacdo electrospray Z-pulverizador (ESI) (Waters, Milford, MA,

EUA). Software MassLynx ™ (verséo 4.0, Waters, Milford, MA, EUA).
Espectrofotbmetro, OceanOptics USB 2000+

Estufa de CO,, Sanyo MCO-17AC

Estufa de secagem e esterilizacdo, Fanem 315 SE

Evaporadores rotatérios, Buchi® R-200 e Buchi® R- 114

Leitor de microplacas, BIO-TEK Power Wave XS

Liofilizadores, Christh Alpha 1-2 e Alpha 1-4 LD

Medidor de pH microprocessado de bancada, Gehaka mod PG1800
Micropipetadores, Eppendorf ® (20 a 5000 pL)

Mini agitador, LabDancer, IKA®

Moinho de martelos, Tigre ASN-5

Ultra-som, Elma®, T-460 35 Hz

4.1.3 Matéria-prima Vegetal
As sementes de Paullinia cupana Kunth (guarand), secas em tacho de ferro, foram
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adquiridas do produtor rural Sr. José Augusto de Souza, do Estado de Mato Grosso,
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municipio de Alta Floresta, Rodovia MT 325, Estrada Central, km 8, LT 376 A. As sementes
referentes ao lote 1 foram adquiridas em 2003 e armazenadas e barril de papeldo no

laborat6rio PALAFITO, as referentes ao lote 2 foram recebidas em agosto de 2013.

4.2 METODOS

4.2.1 Controle de Qualidade

As analises de controle de qualidade foram realizadas para os dois lotes de droga
vegetal, moidas em moinho de martelos.

4.2.1.1 Perda por Dessecacgao
O teor de umidade foi determinado empregando-se balanca analitica com sistema de

secagem por infravermelho. Cerca de 0,5 g da droga vegetal moida foi pesada em bandejas
de aluminio taradas, e dessecadas por 30 min & temperatura de 105 °C. O resultado foi

calculado em relacéo a 100 g da droga, pela média de trés determinacdes (Brasil, 2010).

4.2.1.2 Teor de Extrativos
Para a determinacéo do teor de extrativos, foram pesados cerca de 1,0 g de droga

vegetal, o peso exato anotado para fins de calculo. A droga pesada foi submetida a
decocgdo com 100,0 mL de agua durante 10 min. Apés o resfriamento, a solugéo foi
transferida para baldo volumétrico e o volume completado a 100,0 mL. Apés filtracdo em
papel filtro, os primeiros 20,0 mL foram desprezados. Uma aliquota equivalente a 20,0 g foi
pesada em pesa-filtro previamente tarado e levada a evaporacdo até secura em banho-
maria, sob agitagdo. O pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em estufa a temperatura
de 105 °C até peso constante, resfriado em dessecador e pesado. Foram realizadas trés

determinacdes, e o resultado foi expresso pela média (Deutches, 1986).

4.2.1.3 Teor de Cinzas Totais
O doseamento de cinzas totais da droga vegetal foi realizado de acordo com

metodologia estabelecida para ensaios de pureza da monografia do guarand pela
Farmacopeia Brasileira 52 edi¢cdo (Brasil, 2010). Cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada,
foram pesados e transferidos para cadinhos previamente tarados. A amostra, distribuida
uniformemente no cadinho, foi incinerada até que todo o carvao fosse eliminado. A amostra
foi incinerada em mufla por 4 h a 400 °C. Apds resfriamento em dessecador as cinzas foram
pesadas. A porcentagem de cinzas foi calculada em relagdo & droga seca ao ar até peso

constante, sendo o0 experimento realizado em triplicata e o resultado expresso pela média.
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4.2.1.4 Teor de Polifenois Totais
Para o doseamento de polifendis totais, foi seguida metodologia descrita por Glasl

(1983) com modificagbes. Foram pesados 0,750 g da droga pulverizada e transferido para
um erlenmeyer de 250 mL com boca esmerilhada. Foram adicionados 150 mL de &gua
destilada e aguecida em banho-maria durante 30 min, & temperatura de 60 °C. Logo apos foi
resfriado em &gua corrente e transferido para um baldo volumétrico de 250 mL. O volume foi
completado com agua destilada. Ap6s decantar e filtrar o liquido sobrenadante em papel de
filtro os primeiros 50 mL do filrado foram desprezados e o restante denominado como
Solugédo Mae (SM).

Para a preparacdo da Solugdo Amostra (SA), 5 mL da Solu¢cdo Mae foram diluidos
em baldo volumétrico de 25 mL com agua destilada. Foram transferidos volumetricamente 2
mL desta solucdo, 1 mL de reagente fosfomolibdotingstico e 10 mL de agua destilada para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com solucdo de carbonato de sddio a
14,06% (p/v). A absorvancia foi determinada em 691 nm apdés 30 min, utilizando agua

destilada para ajuste do zero (Glasl, 1983).

O teor de polifendis totais (droga seca) foi calculado, expressos em porcentagem,

segundo a expressao:

_ 15625. Abs
. 1000.m

Onde:
Abs = absorvancia da solu¢cdo amostra para polifendis totais;

m = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando a determinacdo de

agua.

4.2.1.5 Teor de Metilxantinas
O doseamento de metilxantinas da droga vegetal foi realizado de acordo com

metodologia estabelecida na monografia do guarand pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao
(Brasil, 2010). Para o preparo da Solucdo Amostra, foi pesado, cerca de 0,25 g da droga
pulverizada e realizado uma extragdo com 20 mL de &cido sulfurico 2,5% (v/v), com
agitacdo mecanica, durante 15 min, por quatro vezes. As por¢des foram filtradas para baldo
volumétrico de 100 mL e completado o volume com o mesmo solvente. Uma aliquota de 10
mL desta solucao foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume

com &cido sulfarico 2,5% (v/v). As solucbes para curva analitica foram preparadas
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dissolvendo, cerca de 50 mg de cafeina SQR em 100 mL de &cido sulftrico 2,5% (v/v),
obtendo solugdo estoque a 0,05% (p/v). As solugBes de referéncia foram preparadas
transferindo aliquotas de 1, 2, 3, 4 e 5 mL da solucéo estoque, separadamente, para balbes
volumétricos de 100 mL. Completado o volume com &cido sulfurico 2,5% (v/v), de forma a
obter solucdes a 5, 10, 15, 20 e 25 ug/mL, respectivamente. A absorbancia da solugéo
amostra e das solu¢des para curva analitica foram medidas em 271 nm, utilizando solucéo
de acido sulfarico 2,5% (v/v) para ajuste do zero. O teor de cafeina (metilxantinas) na
amostra foi calculado a partir da equacdo da reta obtida com as solugbes para curva

analitica da cafeina.

4.2.1.6 Avaliacao do Perfil Quimico do Lote via CLAE

A avaliacdo do perfil quimico da droga vegetal foi realizado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia por metodologia desenvolvida e validada com objetivo de controle de
qualidade do lote a ser usado (Klein et al., 2012). A analise foi realizada em um
cromatografo Waters Alliance 2695 (Milford, MA, EUA). Sistema equipado com um
compartimento de controle de temperatura da coluna, um desgaseificador em linha, uma
bomba quaternaria, um amostrador automatico e um detector de arranjo de diodos (DAD)
(Waters 2998). A aquisicdo de dados, andlise e relatorios foram realizadas utilizando
software Empower 3 (Milford, MA, EUA).

Uma porcédo de 2,00 mg de FAE diluido em 1 mL de metanol a 20% foi extraida em
um cartucho de extracado em fase solida C18 e diluida em 25 mL de metanol 20%. Aliquotas
de 10 uL foram analisadas por CLAE. O sistema eluente de fase mével A (agua com 0,05%
de acido trifluoroacético) e fase mével B (metanol:acetonitrila, 25:75 com 0,05% de acido
trifluoroacético), o gradiente utilizado foi: 0 min, 80:20 (A:B); 20 min, 74:26 (A:B); 21 min,
80:20 (A:B); 24 min, 80:20 (A:B). O cromatograma foi obtido a 280 nm com fluxo de 0,5

mL/min.

4.2.1.6.1 Revalidacao da metodologia de doseamento via CLAE
Para a realizacdo do doseamento dos marcadores quimicos da fragdo semipurificada

acetato de etila de guarana, a revalidacdo do método de quantificagdo descrito por Klein e

colaboradores (2012) se fez necessaria.

A revalidagédo do referido método foi realizada segundo recomendacgfes da RE n°
899 de 2003 e do ICH-Q2-R1 (2005)Os parametro avaliados foram: exatidao, linearidade e

preciséo intra-ensaio.
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Os padrdes utilizados para as analises foram: cafeina, catequina e epicatequina.
Todos os padrdes foram diluidos em metanol 20% e filtrados através de filtro de membrana
FHLP01300 20pm (Millipore)

A exatidao foi determinada por analises de recuperacéo, adicionando quantidades de
catequina (100, 50, e 25 pg/mL) e epicatequina (100, 50, e 25 pg/mL) a solucdo de
amostras. Os ensaios de recuperacdo foram realizadas em triplicata. Os dados de
recuperacao foram determinados dividindo o valor obtido para a amostra preparada com a

adicao padréo, pela quantidade adicionada, e depois multiplicando por 100%

A avaliacdo da linearidade foi determinada pela realizacdo de 5 repeticbes de curvas
compostas por 5 pontos, obtidas segundo método descrito por Klein e colaboradores (2012).
Para as solucdes padrdo de catequina e epicatequina as concentracfes avaliadas na curva
foram 18,75, 37,50, 75,00 e 150,00 ug/mL, para a cafeina as concentracdes utilizadas foram
100,00, 50,00, 25,00, 12,50, 6,25, 3,125 ug/mL. As curvas foram calculadas por regressao

linear e analise de variancia (ANOVA).

A precisao intra-ensaio ou repetibilidade foi avaliada pelo célculo do desvio padréo e

coeficiente de variagdo do resultado de 3 andlises de quantificacao.

4.2.1.7 Determinacédo da capacidade antioxidante pelo método com
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

A capacidade antioxidante das fracbes frente o DPPH foram realizadas segundo
Amarowicz et al. (2004) com modificacBes. Primeiramente foi determinada a faixa de
trabalho do extrato, ou seja, em quais concentracdes 0 extrato apresenta atividade sobre o
radical DPPH. Foram pesados 0,0050 g de extrato e solubilizados em metanol grau HPLC
em bal&o volumétrico de 10 mL, obtendo-se a concentracdo de 500 pg/mL (SOLUCAO 1).
Através de pipeta volumétrica 1 mL da Solucao 1 foi transferida para baldo volumétrico de
10 mL e completado volume com metanol grau HPLC, obtendo-se a concentracdo de 50
ng/mL (SOLUCAO 2). Foram pesados 5,9 mg de DPPH e dissolvidos em 15 mL de metanol.
Diluicbes de 500 a 0,25 pg/mL de cada fracdo foram preparadas e 375 pL de solugdo de
DPPH foi adicionado em cada diluicdo. As concentracdes que apresentaram coloracdo de
champanhe a roxo claro foram escolhidas para a andlise. Além das concentracdes de
coloracdo amarelo claro a roxo claro, mais seis concentragfes intermediarias forma

preparadas para a analise.
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Uma solu¢do metanolica de BHT (butil-hidroxi-tolueno), foi preparada como branco,
pesando-se 2,0 mg em 4 mL de metanol. Foram adicionados 500 pL da solu¢cdo de DPPH
ao branco. As solugdes de andlise 375 pL da solucdo de DPPH foram adicionados. A
mistura foi agitada em vortex por 15 s e deixada em repouso a temperatura ambiente
durante 30 min. Como controle negativo foi utilizado uma solugdo contendo 3 mL de metanol
adicionada de 375 pL de solucdo de DPPH. As absorbéancias das solug@es resultantes foram
medidas a 517 nm, em espectrofotdbmetro. A atividade de sequestro de radicais (%ASR) foi
calculada como porcentagem do descoramento do DPPH, usando a seguinte equacao:

1-4Abs

%ASR = 100. (—==2)

Onde:
Abs CN= absorbancia do controle negativo
Abs A= absorbancia da amostra

Os valores de %ASR foram calculados para cada concentracdo do extrato, e
utilizados para construcdo de curva de calibracdo. O valor de ICs, do extrato, ou seja, no
qual é estimada a concentracdo (ug/mL) de antioxidante necesséria para inibir 50% do

radical DPPH foi calculado a partir da curva de calibracéo.

4.2.1.8 Analise Granulométrica
A andlise granulométrica foi realizada pela técnica de tamisacdo com os dois lotes

em triplicata segundo Ansel (2005) com modificacdes. Foram utilizados tamises com malha
de abertura: 1,41; 1,18; 0,84; 0,42; 0,25 mm e o coletor. Onde 100,00 g de droga vegetal
moida foram colocados no conjunto de tamises. O conjunto foi tamisado durante 30 min a 70
vibragBes por minuto. Apds a tamisacdo, procedeu-se a pesagem, determinando-se a
guantidade de material retido em cada peneira e calculado o diametro médio calculado pela

equacao:

Z (Yoretida) x (abertura média)
100

dm =

4.2.2 Preparo da Fracéao

As sementes moidas de guarana foram utilizadas para preparar a solucao extrativa
usando como solvente extrativo acetona: agua (7:3; v/v) (EB), por turbo-extracdo (Ultra-
Turrax UTC115KT, IKA Works, Wilmington, NC, USA). Apés, o solvente orgéanico foi
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removido em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida e o restante do material sélido foi
liofilizado (EBPC-patente solicitada PI0006638-9). O EBPC (extrato bruto) foi particionado
com acetato de etila, resultando nas fracGes acetato de etila (EPA) e fracdo aquosa (FAQ), a
qgual é objeto de estudo do presente projeto (Antonelli-Ushirobira et al., 2010, Audi e Mello,
2000).

4.2.3 Avaliacdo quimica
As andlises quimicas foram realizadas com a fracdo semipurificada aquosa do

extrato de guarana (FAQ).

4.2.3.1 Andlise por RMN 'C no estado sélido da fracdo

semipurificada aquosa de P. cupana
O espectro de RMN de **C no estado sélido foi obtido em um espectrémetro de RMN

Varian Mercury Plus 300BB (Varian, EUA) com sonda CPMAS 7 mm, uma frequéncia de
75,45 MHz para *C (Bueno et al., 2014). O espectro foi analisado e comparado com os

dados da literatura.

4.2.3.2 Espectrometria de massas por infusao direta (ESI-MS)
Os espectros de massas foram adquiridos em um espectrometro de massas triplo

quadrupolo Micromass Quattro APl micro™ equipado com uma fonte de ionizacdo
electrospray Z-pulverizador (ESI) (Waters, Milford, MA, EUA). Para aquisicdo dos dados foi

utilizado o software MassLynx ™ (verséo 4.0, Waters, Milford, MA, EUA).

Cerca de 500 ng/mL de cada amostra foram diluidas em metanol:agua 1/1 (v/v). Em
seguida foi realizada infusdo direta das amostras no espectrémetro de massas, operando no
modo positivo e negativo de ionizagdo. Os espectros foram adquiridos na faixa de 90 a 700
Da. No modo negativo, a voltagem do capilar foi de 3,0 kV, do cone 35 V e do cone de
extracdo de 2 V. A temperatura da fonte foi de 110 °C, temperatura de dessolvatacao de 250
°C, fluxo de gés do cone de 50 L/h, e fluxo do gas de dessolvatagédo de 500 L/h. No modo
positivo: a voltagem do capilar foi de 4,0 kV, do cone 35 V e do cone de extracdo de 2 V. A
temperatura da fonte foi de 110 °C, temperatura de dessolvatacdo de 250 °C, fluxo de gas
do cone de 50 L/h, e fluxo do gas de dessolvatacdo de 500 L/h. O scan time foi de 0,3 s com
interscan time de 0,02 s (Bueno et al., 2014).
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4.2.4 Avaliacao frente a bactéria Helicobacter pylori

4.2.4.1 Susceptibilidade quantitativa por microdiluicéo
O teste de susceptibilidade quantitativa foi realizado por meio da técnica de

microdiluicdo em caldo (Megraud e Lehours, 2007). O microrganismo utilizado no teste foi
uma cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504 doada pela FIOCRUZ. O preparo do in6culo
foi iniciado dois dias antes do experimento, com a ativagdo da bactéria, com cultivo em
placa, contendo meio TSA suplementado com 5,0% de sangue de carneiro, e incubacdo em
ambiente microaerdbico (10% CO,) a 37 °C. Apo6s os dois dias de crescimento, duas placas
onde foram cultivados os microrganismos foram raspadas e a massa celular foi suspensa
em salina, o in6culo foi padronizado pela escala de McFarland 0,5 (1,5x10® UFC). Em uma
placa de 96 pocos, foram adicionados 100,00 uL de meio BHI suplementado com 10% de
soro fetal bovino nos pocos da microplaca de acordo com o numero de diluicdes a serem
realizadas. Os extratos a serem testados foram adicionados nos primeiros pocos de cada
fileira da placa na concentracdo de 1.000,00 pug/mL, a diluicAo seriada 1:2 foi realizada a
partir deste primeiro poco, até que se alcancasse a concentracdo de 3,9 ug/mL (no nono
poco). Os extratos e o antimicrobiano utilizado para o controle positivo do teste foram
diluidos com o meio BHI contendo 10,0% de DMSO (dimetilsuféxido). A substancia utilizada
como controle positivo foi a claritromicina, nas concentragdes que variaram de 4,0 pg/mL a
0,0156 pg/mL, também aplicada em diluicdo seriada 1:2. Apés a realizacdo da diluicdo
seriada, o in6culo padronizado foi diluido 1:10 e adicionado aos pogos correspondentes.
Pocos com controle do extrato, controle da bactéria, controle do meio,e controle do diluente
foram preenchidos. Em cada poco, foram adicionados 5,0 yL de suspensdo bacteriana
padronizada pela escala de McFarland 0,5, exceto nos poc¢os controle da droga e controle
do meio. A microplaca foi incubada por 4 dias em ambiente microaerobico (10% CO,) a 37
°C. A partir da observacéo visual do crescimento microbiano, a maior diluicAo onde houve
inibicdo do crescimento bacteriano, foi definida como a concentracdo minima inibitoria

(MIC), conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (2007).
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4.2.4.2 Avaliacdo do crescimento microbiano por turbidimetria
O teste de avaliacdo do crescimento microbiano por turbidimetria foi realizado por

microplacas e a leitura realizada em leitor de ELISA marca/modelo BIO-TEK Power Wave
XS. O microrganismo utilizado no teste foi uma cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504
doada pela FIOCRUZ. O preparo do in6culo, extratos e suas concentracdes testadas, foram
realizados como descrito no item 4.2.5.1. Apés a incubacéo, foi realizada leitura da placa a
600 nm. Os dados obtidos pelos ensaios de turbidimetria foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett, utilizando o programa estatistico
GraphPad InStat versdo 3.05. Foi considerado estatisticamente diferentes valores cujo
p<0,05.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Controle de Qualidade

A realizacdo de andlises de controle de qualidade para drogas e/ou extratos vegetais
€ de extrema importancia, para se conhecer as caracteristicas quimicas dos mesmos, pelo
fato de que, devido as diferencas apresentadas entre lotes de uma mesma droga, que tém
diferencas em funcdo das caracteristicas edafo-climaticas ao qual a espécie vegetal foi
exposta, eles podem nem sempre apresentar as mesmas concentracbes dos ativos.
Conhecendo-se suas caracteristicas e diferencas quimicas, consegue-se padronizar o
extrato em fungdo dos marcadores quimicos e mantendo-se semelhante o teor de
substancias ativas na forma farmacéutica final com o ajuste das concentragbes dos
compostos (SIMOEs ET AL., 2004). O controle de qualidade da matéria-prima vegetal de
fitoterapicos é de tal importancia, que € item requerido pela RDC 26/2014 para o registro de
medicamentos fitoterapicos junto a ANVISA para comercializagdo. Andlises necessarias ao
controle de qualidade s@o descritas em compéndios oficiais, como as farmacopeias. As
andlises de controle de qualidade foram realizadas para duas amostras de sementes de
guarana. Sendo elas, Lote 1 que corresponde a um lote antigo (2010) e Lote 2,

correspondente ao lote adquirido em 2013, ou seja, um lote novo (Tabela 1).

5.1.1 Perda por Dessecacao
A perda por dessecacdo consiste em um fator importante no controle de qualidade

de fitoterapicos, pois, refere-se ao teor de umidade e/ou substancias volateis presentes na
droga vegetal. A determinacdo de umidade na planta seca torna-se importante quando se
considera o uso de matéria-prima vegetal na producéo industrial de fitoterapicos (ANTONELLI-
USHIROBIRA ET AL., 2004). As amostras do presente trabalho apresentaram os valores de
8,84 £ 0,37% para o Lote 1, e 9,94 + 0,20% para o Lote 2. Ambas as amostras
apresentaram teores abaixo de 10,00%, o que demonstra que estdo em boas condi¢bes de
armazenamento e por apresentarem um teor de umidade baixo, a proliferacdo microbiana

no material vegetal € dificultada.

5.1.2 Teor de Extrativos
A determinacdo do teor de extrativos é realizada para se conhecer a quantidade de

constituintes extraiveis a partir de uma determinada quantidade de material vegetal
utilizando-se a 4gua como liquido extrator, além de que pode ser considerado como uma

caracteristica propria e auxiliar na avaliacdo da qualidade dessa droga vegetal (YAMAGUTI-
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SASAKI, 2006). Foram realizadas trés determinacdes obtendo-se como resultado o valor
médio de 32,75 + 0,30% para o Lote 1 e 29,71 + 0,89% para o Lote 2.

5.1.3 Teor de Cinzas Totais
As drogas vegetais apresentam componentes de natureza inorgéanica, sendo estes

préprios da constituicdo da droga € denominado de intrinseco e difere dos componentes
inorganicos de origem externa, por exemplo, areia, pedra, gesso e terra. Estes Ultimos s&o
origindrios de mas preparacbes ou falsificacbes. Levando-se em consideracdo o
componente inorgénico intrinseco de cada droga, fixou-se o limite maximo que, excedido,
determina a reprovacdo do produto, fixado para o guarana pela Farmacopeia Brasileira 52
Edicdo o valor de 3,0%. A quantificacdo do conteudo inorganico faz-se por meio da
determinacgdo de cinzas totais, a qual mostra, principalmente, o cuidado que foi dedicado na
preparacao de determinada droga vegetal. Os lotes avaliados apresentaram valores de 1,87
*+ 0,03% para o Lote 1 e 1,42 £+ 0,05% para o Lote 2.

5.1.4 Teor de Polifendis Totais

O teor de polifendis totais € uma avaliacdo quimica quantitativa da qualidade da
droga vegetal, por dosear um grupo importante de substancias ativas da droga estudada em
gquestdo. Os lotes estudados apresentaram 9,62 + 0,10% e 9,25 + 0,15% para Lote 1 e Lote
2, respectivamente. Em relacdo aos polifendis, quantitativamente os dois lotes apresentam
teores muito parecidos, ndo diferindo em termos quantitativos para este grupo de

substancias.

5.1.5 Teor de Metilxantinas
As metilxantinas, assim como os polifendis, sdo um grupo de substancias presentes

em quantidades relevantes na espécie estudada esua quantificacdo encontra-se descrita na
monografia da droga vegetal na Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (2010). O lote 1
apresentou 6,37 = 0,17% de metilxantinas e o Lote 2 5,13 + 0,27%. Os dois lotes avaliados
apresentaram-se dentro das condicdes exigidas pela Farrmacopeia Brasileira por ambos
apresentarem teor de metilxantinas acima de 5,00%. Pode-se observar que o Lote 1
apresenta maior quantidade deste grupo de substancias, demonstrando a importancia de se
realizar o controle de qualidade do material, para se conhecer as diferengas entre um lote e
outro a qual esta trabalhando, para que na padronizacdo do extrato, estas diferencas

guantitativas das substancias ativas e de interesse sejam corrigidas.
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Tabela 1 - Controle de Qualidade por métodos farmacopeicos.

Lote 1 (% + DP, CV%) Lote 2 (% + DP, CV%)
LD 8,84 + 0,37, 4,18 9,94 + 0,20, 2,01
EC 32,75 + 0,30, 0,92 29,71 + 0,89, 3,01
AC 1,87 0,03, 1,60 1,42 + 0,05, 3,33
TP 9,62 + 0,10, 1,05 9,25 + 0,15, 1,63
MX 6,37 + 0,17, 2,67 5,13 + 0,27, 5,57

DP: Desvio Padrao, CV: Coeficiente de Variagdo, LD: Perda por Dessecacgdo, EC: Teor de Extrativos,
AC: Cinzas Totais, TP: Polifendis Totais, MX: Metilxantinas. N=3.

5.1.6 Avaliacao do Perfil Quimico do Lote via HPLC

5.1.6.1 Revalidacao da metodologia de doseamento via HPLC
Para a realizacdo do doseamento dos marcadores quimicos de fracdo semipurificada

de guarana, a revalidacdo do método validado por Klein et al. (2012) se fez necessaria pelo
fato do método ter sido executado em equipamento diferente do utilizado para validacéo, e
foi realizada segundo recomendactes da RE 899 de 2003 e do ICH-Q2-R1.

Foi realizada a exatiddo do método por analise de recuperacdo, onde trés
concentracdes de padrdo foram adicionadas na amostra e os valores obtidos foram divididos
pela concentracdo adicionada e multiplicado por 100. Os valores de recuperacdo obtidos

foram de: 92,9 £ 4,13% para epicatequina e 94,03 * 3,99% para catequina.

Seguindo a recomendacdo das normas citadas foi também realizada preciséo intra-
ensaio ou repetibilidade, os valores obtidos para a catequina foi de 2,23% de coeficiente de

variacao e de 4,44% para a epicatequina.
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A linearidade foi realizada para os padrdes de catequina, epicatequina e cafeina, em
5 concentragBes diferentes e 5 repeticbes para cada concentracdo(Figuras 7, 8 e 9). Os
parametros de linearidade mostrados na Tabela 2.

Cat y = 12635x + 4644
R? = 0.9993
4500000
4000000
3500000 /‘
3000000
© 2500000
& 2000000
1500000 /
1000000
500000
0 : : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentragdo pg/mL
Figura 7 — Curva de calibracdo da catequina.
Epi y = 14482x + 3733.7
R? = 0.9969
5000000
4500000 /;
4000000
3500000
3000000
2 2500000
"< 2000000 e =
1500000
1000000 =
500000 ./0/
0 : : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentragdo pg/mL

Figura 8 — Curva de calibracdo da epicatequina.
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Figura 9 — Curva de calibracdo da cafeina.

Tabela 2 - Dados da regressédo para o célculo dos teores de catequina, epicatequina, e cafeina.

Catequina Epicatequina
N 5 5
Faixa de linearidade (ug/mL) 300-18,75 300-18,75
Inclinagéo (a) 12635 14482
Intercepto (b) 4644 3733,7
Coeficiente de correlacéo () 0,9993 0,9969

Visto que os parametros analisados para a revalidagcéo

Cafeina
5
100-3,125
53211
-3457,5
0,9994

apresentaram-se dentro dos

limites especificados pela legislagdo, o0 método apresentou-se valido para ser executado e

0s extratos quantificados a partir do mesmao.

A partir das curvas de calibracdo obtidas foram calculados os teores dos marcadores

quimicos da fracdo semipurificada acetato de etila, dos extratos de guarana dos dois

diferentes lotes, visando o conhecimento quantitativo dos seus principais constituintes

guimicos conhecidos, valores que podem ser observados pela Tabela 3 e perfil quimico

pelos cromatogramas observados na Figura 10.

Na Tabela 3, podemos notar as diferencas nas quantidades dos principais polifenois

encontrados no extrato, visto que no Lote 1 a catequina esta em maior concentracdo que a

epicatequina e no Lote 2 o inverso é observado, apresentando quantidades maiores de

epicatequina, essa observacdo € importante para a padronizacdo do extrato e o
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conhecimento de suas caracteristicas quimicas, visto que em produtos naturais, estas
diferencas sdo comumente encontradas pelas diferencas de épocas de plantio e colheita,
resultantes das condi¢des edafo-climéticas variantes as quais sdo submetidas cada droga
em diferentes lotes.

Tabela 3 - Quantificacdo de catequina, epicatequina e cafeina.

Catequina (ug/mL; pg/mg Epicatequina (ug/mL; pg/mg Cafeina (ug/mL; ug/mg
FAE) FAE) FAE)
Lote 1 13,19; 164,88 16,03; 200,34 20,84; 260,52
Lote 2 17,59; 219,93 13,03; 162,87 19,25; 240,63

Observando os cromatogramas da Figura 10, podemos notar que 0s tempos de
retencdo coincidem para os 3 picos correspondentes aos marcadores quimicos
guantificados nos dois lotes, 12,07 min para catequina, 14,51 min para epicatequina e 17,50
min para cafeina. Ndo havendo diferencas nos tempos de retencdo e nho espectro
ultravioleta, podemos afirmar que cada pico em cada tempo de retencdo se trata da mesma
substancia.

i1 L EEd

:
:

Figura 10 — Cromatogramas das solucdes extrativas dos Lotes 1 e 2. Catequina (1),

Epicatequina (2), Cafeina (3).
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5.1.7 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método com
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O método do DPPH é um importante indicativo do potencial antioxidante dos extratos
vegetais 0s quais sdo testados. Baseia-se na redugdo de solugdes alcoodlicas de DPPH na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio. Solu¢cdes de DPPH mostram forte
absorbéncia em 517 nm, com coloracao violeta (roxa). Com a atividade sequestrante do
radical exercida pelo antioxidante testado, a absorvancia diminui pela descoloragéo
resultante em relacdo ao grau de reducdo. Os resultados foram expressos como valores de
ICs, € que representam a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir em 50% a

concentracao inicial de DPPH.

Foram avaliados frente ao radical DPPH extrato bruto (EB), fragdo aquosa (FAQ) e
fracdo acetato (FAE), obtidos a partir dos dois lotes de droga vegetal, lote 1 e lote 2. Na
Figura 11 pode-se observar a coloracdo apresentada na etapa da escolha da faixa de
trabalho, para a realizacdo da diluicdo para as leituras em espectrofotémetro. Esta etapa foi

realizada para todos os extratos dos dois lotes.

Figura 11 — Escolha da faixa de trabalho para o teste do DPPH.

Todos os extratos do lote 1 apresentaram valores de ICso menor que 0S seus
correspondentes ao lote 2 (Figura 12). O EB do lote 1 apresentou o melhor resultado como
antioxidante, com valor de ICsy de 3,75 ug/mL, chegando ser menor que o da Vitamina C
(4,29 pg/mL), caracterizada como substancia de alto poder antioxidante bem estudada. Para
o lote 2, o EB apresentou valor de ICs, de 13,93 ug/mL, a fracdo FAE foi o extrato do lote 2
que apresentou o melhor valor de ICsq (5,90 ug/mL) comparado com os valores dos outros
extratos testados do mesmo lote. A FAE do lote 1 apresentou ICs, de 5,83 pg/mL e a FAQ

12,34 ug/mL, enquanto que a FAQ do lote 2 apresentou valor de 21,95 pg/mL.
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Os trés extratos obtidos pelo lote 1 apresentaram valores mais baixos de IC50
gquando comparadosaos extratos obtidos a partir do lote 2 (Tabela 4). Caracterizando, assim,
o lote 1 como um lote com maior potencial para atividades antioxidantes do que o lote 2.

Diferencas estas comuns de serem encontradas em se tratando de produtos naturais.

IC50

mLl
mL2

FAE

FAQ Vit C

Figura 12 — ICx, frente ao DPPH de EB, FAE e FAQ dos Lotes 1 e 2 e Vitamina C.

Tabela 4 - Capacidade antioxidante frente ao DPPH.

Lote 1 (pg/mL; + SD; CV%) Lote 2 (pg/mL; = SD; CV%)
EB 3,79; +0,06; 1,59 13,93; +0,18; 1,27
FAE 5,83; £ 0,13; 2,15 5,90; + 0,11; 1,94
FAQ 12,34; £ 0,29; 2,36 21,95; £ 0,01; 0,06
Vit C 4,29; + 0,07, 1,52 4,29; +0,07; 1,52

5.1.8 Analise Granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada para os dois lotes de droga vegetal, e 0
resultado do calculo do didmetro médio das particulas foi de 0,468 mm para o lote 1 e 0,472

mm para o lote 2.

5.2 Preparo da Fracéo
ExtracGes foram realizadas com os dois lotes disponiveis no laboratério de acordo

com a metodologia da patente PI0006638-9. Obteve-se como rendimentos dos extratos
brutos, 20,96% para o lote 1 e 17,19% para o lote 2. Quanto as particoes, a fracdo acetato

de etila apresentou como rendimento frente a droga vegetal 9,87% para o lote 1 e 8,57%
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para o lote 2. A fragdo aquosa apresentou rendimento de 7,75% para o lote 1 e 4,82% para

o lote 2.
5.3 Avaliacédo quimica

5.3.1 Andlise por RMN ®C no estado sélido da fracéo

semipurificada aquosa de P. cupana
O espectro de RMN *C, no estado soélido (Figura 14), foi obtido em um

espectrdmetro de RMN Varian Mercury Plus 300BB (Varian, EUA) com sonda CPMAS 7
mm, uma frequéncia de 75,45 MHz para '*C. Baseando-se na literatura ja existente, o
espectro apresenta sinais com varias caracteristicas de substancias derivadas do flavan-3-ol
(Figura 13).

Figura 13 — Estrutura basica do flavan-3-ol.

Sinal em 144 ppm, indica a presenca de C3',4-OH do anel B de unidades de
procianidinas e também corresponde a presenca das duas regides fendlicas (A e B),
sugerindo a presenca de taninos condensados (Lorenz e Preston, 2002). Sinal em 156 ppm
indica o ataque de grupos -OH nos carbonos C5 e C7 (=C-OH) do anel A. Sinais nas regides
de 105 e 95 ppm, indicam a presenca de ligacdes interflavonoides entre C4-C8 e/ou C4-C6,
respectivamente, o que reforca a indicacao da presenca de taninos condensados. Porém, a
auséncia de sinal a 95 ppm combinada com a presenca de um sinal a 105 ppm indicam a
predominancia de ligagbes do tipo C4-C8, a classificacdo padrdo de procianidinas (Silva et
al., 2014). O carbono C3 é demonstrado pela presenca de sinal em 73 ppm (Es-Safi et al.,
2006), e em 64 ppm caracteriza C3 de unidade terminal de procianidinas poliméricas (Zhang
et al., 2010). Sinal em 116 ppm ¢ atribuido ao C2' e C5’ e em 144 ppm corresponde ao C3’,
4’-OH de unidades de procianidinas. Uma banda de fraca intensidade encontrada em 99
ppm mostra a presenca de C6, C8 e C10 de procianidinas e também uma ligagdo entre
unidades de flavonoides, podendo ser uma ligagdo C4-C8 ou C4-C6. Sinal entre 160-180
ppm indica a presenca de um grupo C = O na posi¢do C-4 de flavonois (Silva et al., 2014). A

presenca de C9 é demonstrada pelo sinal entre 190-200 ppm (Navarrete et al., 2011). A
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ligacdo interflavonoides € confirmada pela presenca do sinal em 30 ppm, caracteristico no
caso de taninos poliméricos (Wawer et al., 2006), pois sinais nas regides de 30 a 37 ppm,
estdo relacionados com a presenca de C4 envolvido em ligagdes interflavonoidicas e em
especial o sinal na regido de 37 ppm mostra um alto teor em taninos condensados (Oo et
al., 2009).

O espectro de de RMN **C também apresenta sinais com caracteristicas indicativas
da presenca de &cido cafeico e seus derivados. A regido de 70 ppm relaciona-se com 0s
acucares que possam estar ligados a molécula do acido, os sinais em 120 e 150 ppm
relacionam-se aos carbonos 7' e 8 e sinais em 170 ppm s&o indicativos da presenca da
carbonila do acido ligada ao acucar (Yoshida, 2008; Cheminat,
1988).
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Figura 14 — RMN *3C de sélidos da fracdo semipurificada aquosa de guarana.

5.3.2 Espectrometria de massas por infusao direta (MS)
A analise quimica via espectrometria de massas foi realizada por injecdo direta da

fracdo aquosa do extrato de guarand, e realizada posteriormente a fragmentacdo (MS-MS)

dos principais ions presentes no espectro de massas (Figura 15). O espectro obtido em
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modo de ioniza¢do negativo mostrou maior numero de ions que no modo positivo, podendo
assim, retirar mais informacoes do espectro no modo negativo, o qual foi o escolhido para
andlise. Observou-se no espectro massas de interesse as quais foram submetidas a
fragmentagdo MS-MS, sendo elas (m/z) 179 (Figura 16), 289 (Figura 17), 341 (Figura 18),
577 (Figura 19), 865 (Figura 20) e 1154 (Figura 21).
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Figura 15 — Espectro de massas no modo negativo da fracdo semipurificada aquosa

O pico correspondente a massa m/z 179 foi escolhido para a realizacdo da
fragmentacao (Figura 16), por este aparecer no espectro de massas e na fragmentacédo do
pico m/z 341 (Figura 19), o qual aparece com uma intensidade no scan e tornou-se uma
substancia de interesse em ser investigada e identificada. Avaliando a literatura existente
(Cheminat et al., 1988, Chen et al., 2012, Chen et al., 2013) e o espectro de fragmentacao,
com a presenga do fragmento m/z 135, podemos sugerir que o pico m/z 179 esta
relacionado a molécula de acido cafeico (Figura 17). O pico correspondente a relacdo m/z
341 esté provavelmente relacionado com a molécula de acido cafeico ligado a uma hexose
(Figura 18), este quando fragmentado da origem ao ion m/z 179 (acido cafeico) e este ao
fon m/z 135 (Chen et al., 2012).
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Figura 16 — Espectro de fragmentacao do pico m/z 179.
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Figura 17 — Estrutura do acido cafeico.
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Figura 18 — Estrutura do acido cafeico ligado a uma hexose
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Figura 19 — Espectro de fragmentagé&o do pico m/z 341.

O espectro de massas de varredura também demonstrou a presenca de
procianidinas e seus oligbmeros, sendo possivel a observacdo de monémeros (m/z 289),
dimeros (m/z 577), trimeros (m/z 865) e tetrdmeros (m/z 1154), este Ultimo em menor
intensidade, segundo a presenca de massas ja descritas na literatura (Souza,et al., 2008,
Kajdzanoska et al., 2010).

Analisando as fragmentacdes das procianidinas oligomeéricas, podemos inferir que
entre os dimeros presentes, h4 a presenca de procianidina B2, pois segundo a literatura os
fragmentos m/z 425 e m/z 451 (Figura 21) s&do especificos da fragmentacdo deste tanino
condensado (Poupard et al., 2011). Trimeros de procianidinas (Figura 22) também estdo
presentes pela observacédo dos fragmentos m/z 577 e m/z 289 no espectro MS-MS de m/z
865. No espectro de fragmentagdo m/z 1154 (Figura 23) observa-se o fragmento m/z 577,

caracteristico em fragmentacgé&o de tetrameros (Kajdzanoska et al., 2010).
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Figura 20 — Espectro de fragmentag&o do pico m/z 289.
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Figura 21 — Espectro de fragmentagéo do pico m/z 577.
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5.4 Avaliacao bioldgica - Helicobacter pylori

5.4.1 Susceptibilidade quantitativa por microdiluicao
A avaliagdo da susceptibilidade quantitativa por microdiluicdo demonstrou que as

fracbes de guarand testadas e suas diluicbes sobre o Helicobacter pylori apresentaram
variados valores de MIC (Tabela 5). O valor de MIC para a FAE foi de 500,00 pg/mL,
apresentando atividade moderada frente ao microrganismo, para EB o MIC apresentou-se
na concentracao de 1000,00 ug/mL, caracterizando baixa atividade e para a FAQ o valor de
MIC foi >1000,00 ug/mL, mostrando-se aparentemente inativa frente a bactéria (Holetz et al.,
2002). Portanto, ndo é adequado continuar os testes microbiolégicos para estabelecer a
concentracdo bactericida minima (MBC). Em estudos anteriores, extratos de guarana foram
testados frente Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e 0os mesmos também nao apresentaram valores de MIC (Antonelli-Ushirobira et
al., 2007) Porém, quando testado frente a mecanismos de viruléncia, como Yamaguti-Sasaki
et al. (2007) que testaram extratos de guarana frente a adesdo de S. mutans em uma
superficie de vidro liso, todos os extratos inibiram essa adesdo e também reduziram a
producdo de &cidos, em comparacdo com uma solucdo de gluconato de clorexidina
(Yamaguti-Sasaki et al., 2007). Pastene et al. (2009) avaliaram extratos de maca, ricos em
procianidinas e o mesmo também nédo apresentou atividade satisfatéria para o MIC frente a
H. pylori. Porém sobre a inibicdo da urease isolada, os polifendis de alto peso molecular,
procianidinas, apresentaram um efeito interessante, principalmente no que diz respeito a

capacidade de colonizacdo do H. pylori pela atividade da urease.

Tabela 5 - Concentracéo inibitoria minima de fragcdes de guarané frente H. pylori.

MIC (ug/mL)
EB 1000,00
FAE 500,00
FAQ >1000,00
Claritromicina 0,25

EB: Extrato Bruto, FAE: Fragcdo Acetato de Etila, FAQ: Fracdo Aquosa, MIC: Concentracdo Inibitéria

Minima
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5.4.2 Avaliacao do crescimento microbiano por turbidimetria
Os valores de absorvancia obtidos pelo ensaio de turbidimetria foram convertidos em

percentagem de viabilidade celular (%=Abs teste/ Abs controle x 100) e estdo apresentados
na Figura 24. Estas analises mostram que houve diferenca estatistica (P<0,05) no
crescimento microbiano em quase todas as concentracdes dos extratos testados frente ao
controle. Para o EB e a FAQ apenas a concentracao de 7,8 pg/mL n&o apresentou diferenca

significativa de crescimento comparado ao controle, para a FAE todas as concentracdes

apresentaram diferenca frente ao controle.

Analisando os graficos de crescimento microbiano, também pode-se notar que ha
uma diminuig&o gradual na viabilidade celular de acordo com o aumento da concentragéo de
FAE e EB, indicando uma ac¢éo dose-dependente. Na FAE ha uma queda caracteristica até
a concentracao de 15,6 pg/mL, havendo pequenas diminuigfes a partir desta concentragéo,
sendo que nas concentracdes de 125, 250 e 500 upg/mL ja pode-se observar uma
estabilizacdo deste efeito, uma vez que a viabilidade celular destas concentragdes mantem-
se similares. O mesmo acontece para a FAQ, cuja estabilizacdo da viabilidade celular ocorre
a partir de 31,25 pug/mL. Estes dados indicam um possivel efeito bacteriostatico dos extratos

de guarand, pela reducao do crescimento microbiano e estabilizacdo do mesmao.

EB Guarana FAE Guarana

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

FAQ Guarana

Viabilidade celular (%)

Concentragdo ug/mL

Figura 24 — Curva de crescimento de H. pylori incubado em diferentes concentracdes
de EB, FAE e FAQ de Guarana.
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6 CONCLUSAO

Os resultados das analises fisico-quimicas para os lotes 1 e 2 demonstraram suas
caracteristicas, dos dois lotes de droga vegetal, para fins de controle de qualidade,
elucidando suas diferencas quimicas, demonstrando a importancia da realizacdo destas
analises para a garantia da manutencdo da dose das substancias de interesse em
medicamentos de origem natural, pela realizacdo de ajustes nas dosagens de extratos, pelo

conhecimento das quantidades das substancias e/ou grupos de substancias em cada lote.

A andlise por CLAE-DAD mostrou semelhanca no perfil quimico dos diferentes lotes

e suas diferencas quantitativas.

O espectro de RMN 13C, no estado sélido, apresentou caracteristicas de flavan-3-ol
com: sinais correspondentes as duas regides fendlicas (A e B); a ligacao interflavonoides, e

caracteristicas que sugerem a presenca de taninos condensados (proantocianidinas).

O espectro de massas obtido por ESI-MS/MS demonstrou a presenca de
monoémeros, dimeros, trimeros e tetrdmeros de procianidinas, além da presenca também de

acido cafeico e derivados.

A avaliagéo biologica frente Helicobacter pylori demonstrou que o extrato e fragfes
ndo possuem atividade bactericida sobre Helicobacter pylori, mas uma atividade
bacteriostatica e a necessidade que os estudos continuem sob 0os mecanismos de viruléncia

do microrganismo.

Os resultados demonstram a qualidade e caracteristicas do material vegetal utilizado
no estudo, a presenca de taninos condensados e acido cafeico na FAQ do extrato de

guarand e sobre Helicobacter pylori uma atividade bacteriostatica.
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