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RESUMO

Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, conhecida como guarana, é uma
planta nativa brasileira, cultivada principalmente na regido amazbnica, e suas
sementes possuem altos teores de metilxantinas e taninos. E empregada
popularmente como estimulante das fungdes cerebrais. A partir do extrato bruto
(EBPC) das sementes de guarana, obteve-se duas fragbes semi-purificadas: FAQ e
EPA, (patente requerida sob sigilo pela UEM). A EPA foi fracionada através de
cromatografia em coluna de Sephadex® (CC), obtendo-se 24 subfra¢des, das quais
foram isoladas e identificadas as substancias: cafeina, catequina, epicatequina e
procianidinas By, B; e Bs. A atividade antibacteriana dos extratos e substancias
isoladas foi avaliada in vitro frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, nao apresentando atividade frente aos
microorganismos até a concentragao de 1000 pg/ml. Foi realizado com a fragcédo EPA
estudo toxicoldgico pré-clinico agudo e subcrénico. O teste agudo, em camundongos
machos Swiss, produziu mortalidade, com DLsp de 1,769 + 0,242 g/kg (v.0.) e 0,593
+ 0,097 g/kg (i.p.). O teste subcrbnico, em ratos machos e fémeas Wistar, produziu
diminuicdo no ganho de peso corporal nos ratos machos. Os exames bioquimicos,
estatisticamente significativos, ndo foram equivalentes entre os sexos (machos:
fosfatase alcalina, glicemia e TGP; fémeas: amilase, fosfatase alcalina, glicemia,
triglicérides e uréia) e ndo houve observacédo de uma relagdo dose-dependente.
Esses resultados sugerem para a fragdo EPA uma possivel hepatotoxicidade.
Palavras-chave: Paullinia  cupana. Metilxantinas. Flavan-3-6is.  Taninos
condensados. Atividade antibacteriana. Estudo toxicolégico agudo

e subcroénico



ABSTRACT

Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, popularly known as “guarana”, is
a Brazilian plant, growing in the Amazonian area, and their seeds has a high
concentration of tannins and methylxanthines. This plant is popularly used as a
stimulant of the cerebral functions. From the crude extract (EBPC) of the seeds of
“‘guarand” was obtained a semi-purified extract (EPA) and aqueous fraction (FAQ)
(requeried patent). The EPA was chromatographed by CC (Sephadex—LH20) and 24
subfractions were obtained, which were isolated and identified the following
compounds: caffeine, catechin, epicatechin, procyanidins B;, B3 and B4. The
antibacterial activity of the extracts and isolated compounds was carried out against
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa and presented a negative effect at the concentration lower than 1000
ug/ml. The acute and subcronic toxicology evaluation was carried out with EPA
fraction. In the acute toxicology test, with Swiss male mice, were observed LDsg
1,769 + 0,242 g/kg (p.o.) e 0,593 + 0,097 g/kg (i.p.). The subcronic test, with male
and female Wistar rats, led to decrease of the body weight gains in the male rats. In
spite of the data no-simultaneous between males and females animals, about the
biochemical analyses with statistically significants results (males: alkaline
phosphatase, glucose and alanine aminotransferase; females: amylase, alkaline
phosphatase, glucose, triglycerides and urea) and no observation dose-response
relationship, these results suggest that the EPA fraction showed some possible
toxicity at the liver.

Keywords: Paullinia cupana. Methylxanthines. Flavan-3-6is. Condensed tannins.

Antibacterial activity. Acute and subcronic toxicological evaluation.
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INTRODUGAO

Desde os primérdios da civilizagdo que o homem utiliza os vegetais como
fonte de alimentos, vestuarios, habitacdo, utilidades domésticas e como meio
restaurador da saude. As plantas medicinais e seus extratos constituiam a maioria
dos medicamentos.

A importancia de seu uso como medicamento no decorrer do
desenvolvimento da sociedade foi bastante variavel, tendo, algumas plantas, caido
em progressivo desuso devido ao desenvolvimento industrial que substituiu as
plantas medicinais pelos principios ativos extraidos e isolados e posteriormente
pelas substancias sintéticas (SCHENKEL et al., 2002).

Este quadro comecou a mudar nas ultimas décadas, quando observou-se um
aumento significativo no uso de produtos naturais em todo o mundo, onde as plantas
medicinais surgem como alternativa de tratamento nas doengas onde os
medicamentos convencionais ndo tem obtido grande éxito. Outro fator seria a falsa
suposicao de que medicamentos fitoterapicos ndo apresentariam efeitos colaterais,
porém ha estudos que relatam que muitas plantas podem ser carcinogénicas e/ou
mutagénicas (FONSECA et al., 1994; BRITO et al., 1990).

Atualmente, diversos centros de pesquisa nacionais e estrangeiros se
dedicam ao estudo das substancias presentes nas plantas medicinais. No Brasil,
varios fatores atuam para o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos pelas
industrias farmacéuticas, como a riqueza da biodiversidade brasileira, os custos de
pesquisa e desenvolvimento, que sao menores em relagdo a um medicamento

sintético, a tradigdo no uso de plantas medicinais pela populagao, além da tendéncia
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de crescimento do mercado mundial de medicamentos fitoterapicos (PEREIRA et al.,
2002).

O Brasil abriga 55 a 60 mil espécies de plantas do grupo das angiospermas,
que € o principal e economicamente mais importante grupo de plantas terrestres.
Isto equivale a aproximadamente um quarto de todas as espécies conhecidas no
mundo, e destas, 10 mil podem ser medicinais, aromaticas e uteis. Dentre os 17
paises mais ricos em biodiversidade do mundo, o Brasil estd em primeiro lugar,
detendo de 22 a 24% do total de espécies desse grupo. Regides como a Mata
Atlantica, bacia Amazbnica, a caatinga na regido semi-arida do Nordeste e o
Cerrado contém grande numero de espécies ndao encontradas em qualquer outro
lugar (BRASIL, 1998).

Considerando que apenas 5% da flora mundial foi estudada até hoje e s6 1%
€ utilizada como matéria-prima, esses dados comprovam o enorme interesse no
potencial da flora brasileira, uma vez que o mercado mundial de produtos
farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos soma aproximadamente U$ 400 bilhdes
ao ano. So6 no Brasil, no setor de medicamentos fitoterapicos, o volume de vendas ja
atingiu a cifra de US$ 500 milhdes. Cifra considerada pequena, se comparada aos
valores publicados para a Europa e EUA, no ano de 2000: US$ 8,5 e 6,3 bilhdes
respectivamente (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

O mercado de medicamentos fitoterapicos no Brasil comegou a crescer
significativamente nos ultimos cinco anos, e estima-se que possa crescer pelo
menos 10% ao ano nos préximos anos. Isso se deve a varios motivos entre eles o
fato de serem medicamentos que atende um publico de menor renda, pois ndo séo

em geral de custo elevado, (CALIXTO, 2000).
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O interesse pelas plantas, surge também, no que se refere a atividade
antimicrobiana que alguns vegetais possam apresentar. Atualmente, observa-se o
aumento das infecgdes bacterianas nas populacdes, problema esse, que esta sendo
considerado um caso de saude publica por estar relacionado com a resisténcia que
0s microorganismos tém adquirido aos antibiéticos utilizados. Como exemplo pode-
se citar as altas taxas de resisténcia notadas em patégenos hospitalares,
especialmente em unidades de terapia intensiva (UTI), onde infec¢des causadas por
bactérias Gram-positivas tém aumentado (BAX et al., 2000).

Apesar de varios estudos cientificos comprovarem que a fitoterapia pode
oferecer solugdes eficazes e mais baratas para diversas doencgas, existem poucas
informagdes disponiveis a respeito da seguranga desses medicamentos para a
saude humana. Uma das razbées do pouco conhecimento sobre os medicamentos
fitoterapicos esta no dificil controle de qualidade (quimico, fisico-quimico,
farmacoldgico ou toxicoldgico) dos extratos vegetais utilizados. Outro problema que
se pode apontar é a falta de recursos para financiar pesquisas nessa area, a
auséncia de politica de produgcdo de medicamentos fitoterapicos e dificuldade de
interacdo e cooperagao entre os diferentes grupos multidisciplinares que trabalham
nessa area (LAPA et al., 2001; SIMOES; SCHENKEL, 2002).

A planta medicinal, utilizada na preparagdo de medicamentos, € um produto
estranho ao organismo humano, nele introduzido com finalidades terapéuticas.
Portanto como todo corpo estranho os produtos de sua biotransformagao pode levar
a reacgbes por parte do organismo humano. Um exemplo sobre o efeito toxico de
plantas medicinais: o confrei (Symphytum officinale L.) foi amplamente divulgado por
apresentar propriedades terapéuticas fantasticas, no entanto, estudos toxicolégicos

mostraram que o confrei possui uma substancia extremamente toxica para o figado



25

(HIRONO et al., 1978; ABBOTT, 1988; YEONG et al., 1991; 1993). Outro exemplo:
as plantas do género Aristolochia sdo usadas como antiinflamatdria, e sdo proibidas
em diversos paises por apresentarem como constituinte quimico o acido
aristoloquico, que demonstrou ser nefrotoxico, carcinogénico e mutagénico (EMEA,
2002).

Dessa forma o uso popular, e mesmo tradicional, ndo é suficiente para validar
as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. A avaliagao dessa
segurancga deve ser feita com estudos farmacoldgicos e toxicolégicos pré-clinicos e
clinicos (LAPA et al., 2001).

No Brasil, o desenvolvimento industrial de qualquer medicamento € regido
pela Lei Federal n°® 6360 de 1976. As exigéncias contidas nessa norma legal
envolvem o desenvolvimento de todas as informacdes necessarias ao conhecimento
do produto, desde os aspectos de controle de qualidade da matéria-prima e produto
acabado, passando obrigatoriamente por estudos toxicolégicos e farmacoldgicos
pré-clinicos, bem como por estudos clinico-terapéuticos (BRASIL, 1976).

Em termos de medicamentos fitoterapicos, a legislagao brasileira estabeleceu
normas complementares a lei citada, estando essas normas constituidas pela
Resolugdo RDC n°® 17 de 24.02.00 (BRASIL, 2000), e em sintese detalha a esses
medicamentos, basicamente, os mesmos requisitos éticos pertinentes a qualquer
medicamento, normatizando o registro de medicamentos fitoterapicos junto ao
Sistema de Vigilancia Sanitaria (MARQUES; PETROVICK, 2001).

Os estudos toxicolégicos pré-clinicos sédo realizados seguindo-se protocolos
aceitos internacionalmente, ainda que, as exigéncias legais variem de pais a pais.
No Brasil, esses estudos seguem roteiro da Organizagdo Mundial da Saude (1993),

e sao realizados segundo o protocolo da Portaria SVS n° 116 (BRASIL, 1996). Essa
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Portaria apresenta roteiro de elaboragcdo de estudos toxicolégicos pré-clinicos,
complementada por preceitos gerais para estudos de eficacia terapéutica
(MARQUES; PETROVICK, 2001).

Portanto, diante do exposto anteriormente, para a utilizagdo de uma planta
medicinal como medicamento, ela deve ser previamente validada, ou seja, ter sua
acao comprovada e sua toxicidade avaliada cientificamente como qualquer outro
medicamento (LAPA et al., 2001).

Considerando todos esses fatores, e o aumento do uso de plantas na
medicina popular brasileira, escolheu-se como objeto de estudo nesse trabalho uma
planta amplamente utilizada pela populagdo: o guarana. Sua importancia como
produto farmacéutico € demonstrada pela presenga em trés edigcbes da Farmacopéia
Brasileira e sua produgédo e comercializagdo sao regulamentadas pelo Ministério da
Agricultura - Portaria 70/82 (BRASIL, 1982).

Segundo Catalogo Brasileiro de Medicamentos, estdo listadas 121
especialidades farmacéuticas contendo o produto. Isto indica que a industria
farmacéutica utiliza as sementes do guarana na producdo de medicamentos, e a
industria alimenticia utiliza-as, principalmente, na produ¢ao de bebidas refrigerantes
e como complemento alimentar (ORTEGA et al., 1989).

Quanto a classificagao botéanica, Corréa (1984) descreve o guarana como
sendo da familia Sapindaceae, com duas subespécies: Paullinia cupana H.B.K. var.
sorbilis (Mart.) Ducke, considerado guarana verdadeiro do Brasil, crescendo no baixo
Amazonas, e Paullinia cupana H.B.K. var. typica, do alto Orenoco, também chamado
popularmente de cupana e yoco na Coldmbia e Venezuela. As duas subespécies

foram assim descritas pelo botanico Adolfo Ducke:
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1. Paullinia cupana H.B.K. var. typica — apresenta plantas novas com foliolos
fortemente lobados e recortados. Nao apresenta gavinhas e suas flores e frutos sédo
maiores que na outra variedade, chegando os frutos ao dobro ou triplo dos daquela.
Esses frutos sao acentuadamente obovado-piriformes e de coloragdao vermelho
bastante escuro, com pouco brilho.

2. Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke — as plantas novas
apresentam foliolos fracamente lobados e as plantas adultas sdo abundantemente
providas de gavinhas, frequentemente junto as inflorescéncias ou nas mesmas. Os
frutos dessa subespécie sdo menores, aproximadamente esféricos, de coloragao
vermelho vivo e brilhante.

Ao que parece a maior dificuldade para o cultivo dessa planta em outras
regides, além da regido de origem no Amazonas, ndo esta no clima e sim na
qualidade do solo. Porém, aos poucos, esta se conseguindo um aumento na area de
cultivo do guarana, hoje se estendendo também na regido sul da Bahia
(LAUTENBACHER, 1994).

As sementes sdo empregadas na medicina popular principalmente como
estimulante das fungdes cerebrais, porém varios outros usos ja foram relatados
como: afrodisiaco, acédo tbnica generalizada na evolugdo senil, estimulante
cardiovascular e do trato gastrintestinal, diurético, febrifugo, sedativo, supressor do
apetite, leucorréias (corrimento vaginal), diarréias cronicas, flatuléncia, em casos de
dispepsias atdnicas e na debilidade geral, tratamento da enxaqueca e nevralgias
(CORREA, 1984).

Quimicamente as sementes de guarana se caracterizam pelo alto teor de
metilxantinas [principalmente cafeina e em menor quantidade teofilina e teobromina

(MARX et al., 1985)] e provavelmente, se deve a esse fato, seu uso como
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estimulante do SNC, uma vez que as metilxantinas atuam no organismo produzindo
excitacao e euforia, sensagao diminuida de fadiga e aumento na atividade motora
(RANG et al., 1997).

Porém ¢é conhecido que estas substancias nao possuem acgoes
farmacoldgicas que justifiquem todos os efeitos terapéuticos alegados popularmente
a essa planta. Por outro lado, é descrito a presenca de altas concentracbes de
taninos, o que possivelmente possa explicar alguns desses efeitos terapéuticos,
tendo como base recentes trabalhos de diversas areas em relagdo a esse grupo de

substancias (CARLINI, 1995).
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OBJETIVOS GERAIS

Tendo em vista a importancia do guarana no contexto atual da fitoterapia,
esse trabalho objetivou o controle de qualidade da matéria-prima vegetal, estudo
quimico e avaliagbes biolégicas com extrato semipurificado das sementes de

Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke.



CAPITULO 1

CONTROLE DE QUALIDADE E

ESTUDO QUIMICO
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 ASPECTOS GERAIS

1.1.1 Familia Sapindaceae

Essa familia compreende 140 géneros distribuidos nos trépicos e subtrépicos
de todo o mundo, sendo conhecida cerca de 1100 espécies. Ha muito poucas
espécies extratropicais. As espécies brasileiras sao quase todas cipés de mata
virgem (SCHULTZ, 1968).

A maioria das plantas aqui incluidas é constituida por trepadeiras com
gavinhas, com caule de crescimento anémalo, ou também arbustos e mesmo
arvores com folhas alternas, compostas, sem estipulas, ou as vezes inteiras.

As flores sdo pequenas, em geral branco-esverdeadas, reunidas em
inflorescéncias paniculadas axilares ou terminais. Sdo hermafroditas ou de sexo
separado, as vezes com os 3 tipos de flores na mesma inflorescéncia (poligamia),
ciclicas, em geral de simetria zigomorfa, diclamideas. Sépalas e pétalas pentadmeras
ou em numero menor. Androceu formado em geral por 8 estames. Ovario supero,
tricarpelar e trilocular, cada Iéculo com um s6 6vulo. Fruto seco indeiscente, de
pericarpo de consisténcia cartilaginosa ou esquizocarpo, com fruticulos
samaroideos, sempre com sementes no apice. Semente as vezes com arilo (JOLY,

1998).
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1.1.2 Género Paullinia

O género Paullinia L. é um grupo de plantas neotropical com
aproximadamente 180 espécies. Dessas, trinta e nove sao consideradas de
importancia econémica.

Certas espécies de Paullinia sdo plantas venenosas, podendo inclusive
envenenar o mel produzido por abelhas, outras s&o utilizadas no envenenamento de
flechas pelos indios, como também na pescaria, mergulhando-se as plantas com
raizes na agua (timbd) (JOLY, 1998).

Muitas sao reportadas como tendo propriedades medicinais: P. barbadensis,
P. costaricensis, P. cupana, P. emetica, P. fuscescens, P. imbertis, P. jamaicensis,
P. meliaefolia, P. pinnata, P. pterophylla, P. tomentosa, P. trigonia e P. yoco. Essas
espécies sao utilizadas, geralmente, no tratamento de nevralgias, dores de cabeca,
doencas mentais, diarréia, tensdo pré-menstrual, dores pds-parto, arteriosclerose,
reumatismo e também ha relatos como contraceptivos. Algumas espécies como P.
cupana, P. yoco e P. pterophylla sao utilizadas na preparagdo de bebidas
estimulantes. Ainda atribui-se a duas espécies propriedades especiais de magia e
encantamento: P. cupana e P. pinnata (BECK, 1990).

Este mesmo trabalho ainda relata informacdo sobre usos, distribuicdo
geografica e composicdo quimica de quarenta e uma espécies de Paullinia,

baseadas em pesquisas de literatura botanica, médica e etnobotanica.
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1.1.3 Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke

Paullinia cupana, pertencente a familia Sapindaceae, € um arbusto de
pequeno porte. O caule principal e os diferentes ramos apresentam sulcos profundos
em numero de 4 ou 5. Os ramos s&o pilosos na extremidade e glabros na base, com
4 a 8 mm de didmetro e sua casca € parda. O corpo lenhoso € simples. As folhas
sao isoladas, em disposi¢cao distica, compostas penadas a cinco foliolos e tém 40
cm de comprimento e de largura. As flores sdo poligamas, zigomorfas, com plano de
simetria obliqua, dispostas em cachos. Os frutos sdo capsulas elipsdides ou
esféricas, apiculadas, de cor vermelha quando maduros, que medem de 2 a 3 cm.
Possuem uma ou duas sementes ovoides, com tamanho aproximado de 12 mm de
comprimento, munidas de um arilo bastante abundante antes da maturacéao (fig. 1).
E desigualmente convexa dos dois lados, as vezes encimada por um curto apiculo,
glabra, luzidia, de cor pardo-purpurina, ou pardo-negra e apresenta um largo hilo,
que é guarnecido pelo arilo, carnoso, membranoso e esbranquigado. O embrido,
desprovido de albumen, possui um curto eixo radiculo-caulinar inferior e espessos
cotilédones, desiguais, carnosos, firmes, plano-convexos (MENEZES JR., 1942;
CORREA, 1984).

A floragcdo é anual e ocorre em julho, com a frutificagdo comegando em
setembro e outubro, terminando a maturacdo somente em novembro e dezembro,
quando, entao, é feita a colheita (MENEZES JR., 1942).

O guarana também é conhecido pelos indios pelo nome de “uarand”, sendo
originario da Amazénia, onde existe em abundancia na regido de Maués, a 250 km
de Manaus. Pode ser encontrado também em pequenas areas da Amazodnia

Venezuelana. Nas ultimas décadas seu cultivo tem sido incentivado em outras
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areas, sobretudo nos vales dos rios Purus, Tapajos e Parintins (Amazonas), no
Estado do Para, na regidao cacaueira da Bahia entre Salvador e Ilhéus e no Vale do
Ribeira em S&o Paulo (CORREA, 1984; DUKE, 1987; HENMAN, 1982;
LAUTENBACHER, 1994).

Segundo Henman (1982), uma preocupacgao no cultivo do guarana refere-se
aos ataques de fungos e insetos a planta. Um fungo em particular, Collelotrichum
guaranicola Albuquerque, conhecido localmente como “a queima” e que provoca o
surgimento de mancha negra no fruto do guarana, tem enfraquecido muitas areas de
plantio ao redor de Maués, sendo essas areas normalmente abandonadas. Porém, a
poda da planta doente tem sido util na luta contra o fungo, cuja incidéncia tem
diminuido consideravelmente removendo-se as partes afetadas e queimando-as.

A primeira descrigao escrita do guarana data de 1669, quando o missionario
jesuita Joao Felipe Betendorf ao penetrar na Amazbnia notou que os indios
consumiam uma bebida feita de guarana, o qual descreviam propriedades diuréticas,
sendo também eficaz contra dores de cabeca, febres e caimbras. Em meados do
século XVIII, algumas autoridades, como o Bispo Queiroz, tornaram-se adeptas ao
uso do guarana, afirmando que aliviava diarréias e servia para atenuar os riscos do

calor (HENMAN, 1982).



Figura 1 — Sementes de Paullinia cupana var. sorbilis
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Com as sementes de guarana, os indios Maués preparam uma pasta, como
forma de conservacido do produto, para dispor dele em toda e qualquer época. A
pasta € preparada do seguinte modo: os frutos maduros sé&o privados das partes
moles (exocarpo, mesocarpo e arilo) e dispostos em pequenas camadas, em local
limpo, para que sequem rapidamente e sem fermentacido. Depois, em forno proprio
as sementes sao torradas em calor regular e frequentemente remexidas, para que
figuem uniformemente aquecidas. Depois de torradas, as sementes sao transferidas
para um saco onde recebem vigorosas batidas, para separagao do tegumento. As
sementes limpas sdo, em seguida, transferidas para pildo de madeira, previamente
aquecido, e reduzidas a p6 fino. Ao pé adiciona-se agua para formar a pasta, onde é
feita a moldagem em cilindros, paes ou figuras de aspecto variado (fig. 2). A pasta
adquire com o passar do tempo rigidez e para ser utilizada como alimento ou na
industria farmacéutica, torna-se necessario raspar com o auxilio do osso hidide do
pirarucu — peixe amazénico (CORREA, 1984).

A pasta comumente encontrada no comércio, acha-se adicionada de cacau,
farinha de mandioca ou cascas de quina (para conferir propriedades antimalaricas).
Essas substancias sao adicionadas para aumentar a consisténcia da massa ou o
seu amargor peculiar (CORREA, 1984).

Ha séculos atras, os indios utilizavam as sementes de guarana,
principalmente, como estimulante tanto em festas, como em combates. Porém,
outras indicagbes ja foram relatadas como disenteria, nevralgia, leucorréia,
enxaqueca, epilepsia, flatuléncia, entre outras (HENMAN, 1982; CORREA, 1984;
DUKE, 1987). O uso frequente de guarana pode acarretar alguns efeitos

indesejaveis, entre os quais disuria (DUKE, 1987).



Figura 2 — Figuras moldadas a partir da pasta do guarana
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O xarope de guarana, em particular, € 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).

De acordo com a Portaria MAPA n° 544 de 16 de novembro de 1998, o teor
minimo de cafeina permitido em refrigerante de guarana é de 0,6 mg/100 ml,
enquanto o teor minimo de semente de guarana ou de seu equivalente em extrato é
de 20 mg/100 ml. Ao refrigerante que for adicionado cafeina natural ou sintética, néo
devera ter o limite de cafeina superior a 20 mg/100 ml do produto a ser consumido,
enquanto que o refrigerante que contiver semente de guarana ou seu equivalente
em extrato ndo podera ser adicionado de cafeina sintética ou obtida de outro vegetal

(BRASIL, 1998).

1.2 ASPECTOS QUIMICOS

1.2.1 Metilxantinas

As metilxantinas ocorrem em familias nao filogeneticamente relacionadas,
com distribuicdo restrita principalmente a regides tropicais e subtropicais.
Aproximadamente 60 espécies vegetais, distribuidas especialmente nos géneros
Coffea (Rubiaceae), Cola e Theobroma (Sterculiaceae), Paullinia (Sapindaceae), llex
(Aquifoliaceae) e Camellia (Theaceae) contém metilxantinas.

Nos vegetais, as metilxantinas estdo envolvidas no metabolismo do nitrogénio

e do carbono. Podem ter significado ecoldgico para as plantas que as produzem,
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influenciando a relagédo entre organismos e favorecendo a adaptacédo do vegetal a
ambientes desfavoraveis (RATES, 2001).

Sao soluveis em agua e solugdes aquosas acidas e etanol a quente,
solventes organicos clorados e solugdes alcalinas. Podem ser diferenciadas em
funcdo de sua solubilidade, temperatura de sublimacdo e faixa de fusdao dos
respectivos sublimados (THE MERCK INDEX, 1996).

A principal reagao de caracterizagao das metilxantinas € denominada “reacao
de murexida”. Pode também ser realizada em CCD utilizando-se preferencialmente
gel de silica GF,54 impregnada com vapores de amoénia e sistema eluente composto
de cloroférmio e etanol. A revelagao é feita com iodo em meio acido ou sob luz UV
(RATES, 2001).

Para o doseamento empregam-se o0s métodos de gravimetria,
espectrofotometria no UV e métodos cromatograficos como a CLAE e cromatografia
em fase gasosa (CG) (BELLIARDO et al., 1985; CARLSON;THOMPSON, 1998;
ANDRADE et al., 1999; FARMACOPEIA, 2000; PAGLIARUSSI et al., 2002).

Existem trés metilxantinas de ocorréncia natural farmacologicamente ativas:

cafeina (1), teofilina (I1) e teobromina (1ll) (fig.3) (RANG et al., 1997).
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Figura 3 — | - Cafeina (1,3,7-trimetilxantina); Il - Teofilina (1,3-dimetilxantina);

[Il - Teobromina (3,7- dimetilxantina)
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1.2.1.1 Cafeina

Entre as metilxantinas farmacologicamente ativas, a cafeina, sem duvida, € a
que mais desperta o interesse em estudos cientificos. Provavelmente, pelo fato de
ser o alcaldide presente em varias espécies vegetais consumidas popularmente,
como por exemplo o café (Coffea arabica L.), erva-mate (llex paraguariensis A.St.-
Hil.) e guarana [Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke].

Nas sementes de guarana, a cafeina ocorre associada a outras substancias
do grupo das metilxantinas, principalmente teobromina e teofilina. A cafeina foi
detectada também nas flores, caule e raizes de Paullinia cupana. Teobromina foi
encontrada somente nas flores, folhas e caule, ndo sendo detectada a presenca de
teofilina (CORREA, 1984).

A primeira andlise quimica descrita sobre o guarana data de 1826 e foi feita
por Theodor von Martius, que isolou das sementes uma substancia branca, amarga,
cristalizada em forma de agulhas e que possuia notavel acdo fisiologica,
denominando guaranina e que representa aproximadamente 4% do peso seco das
sementes (CAGNO, 1942; HENMAN, 1982; CORREA, 1984). Posteriormente, em
1840, Berthemot e Deschastelus apds analises mais detalhadas concluiram que a
guaranina nada mais era que a cafeina.

A cafeina é um estimulante suave e um psicoativo amplamente utilizado no
mundo. Aumenta a secre¢cao de norepinefrina e aumenta a atividade neural em
numerosas areas cerebrais. E absorvida no trato gastrointestinal e é rapidamente
distribuida por todos os tecidos, podendo atravessar com facilidade a barreira
placentaria. Muitos dos efeitos da cafeina parecem ocorrer por antagonismo

competitivo dos receptores de adenosina, que € um neuromodulador que influencia
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varias fungdes no sistema nervoso central. A ingestdo de cafeina, ou bebidas que a
contenham, produz nas pessoas menos sonoléncia, menos fadiga e um fluxo de
pensamento mais claro e rapido. Entretanto, tarefas que exijam coordenagao
muscular delicada (movimentos finos) ou habilidade aritmética podem ser
adversamente afetados. O aumento da dose produz sinais de progressiva
estimulagao do sistema nervoso central (SNC), incluindo nervosismo ou ansiedade,
inquietacao, insdnia, tremores e hiperestesia. A doses ainda maiores, convulsdes
generalizadas e em foco sdo produzidas (BLOOM, 1996; O'BRIEN, 1996).
Quantidades excessivas de cafeina podem causar uma sindrome chamada
“cafeinismo”, cujos sintomas incluem ruidos no ouvido, mudangas de temperamento,
diarréia, delirios, aceleracao da respiragao, tensao muscular e tremores. A dose letal
da cafeina em adultos é de cerca de 5 a 10 g (O’'BRIEN, 1996; SERAFIN, 1996).
Estudos tém sido desenvolvidos para auxiliar na quantificagcdo da cafeina
presente nas sementes de guarana, como por exemplo os trabalhos desenvolvidos

por Andrade et al. (1999) e Pagliarussi et al. (2002).

1.2.2 Taninos

Taninos sédo substancias fendlicas soluveis em agua com massa molecular
entre 500 e cerca de 3000 Dalton, que apresentam a habilidade de formar
complexos insoluveis em agua com alcaldides, gelatina e outras proteinas. A
capacidade de precipitar proteinas, particularmente salivares da cavidade oral,
caracteriza o sabor adstringente possibilitando seu reconhecimento em frutos
verdes. Essa propriedade também € essencial para explicar a fungao na planta de

protecao contra ataques de alguns patégenos e herbivoros.
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Essas substancias encontram-se difundidas em plantas e alimentos de origem
vegetal, como por exemplo: frutas, legumes, sementes, gréos, cereais, bebidas
(vinho, cha, cidra, cacau) (SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000).

Sao considerados metabdlitos secundarios e séo classificados segundo sua
estrutura quimica em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados
(MELLO; SANTOS, 2001).

Taninos hidrolisaveis sao metabdlitos caracterizados por uma ou mais
unidades de acido galico esterificadas com um poliol (PORTER, 1989). Ocorrem em
dicotiledéneas herbaceas e lenhosas, porém dentro de limites taxondmicos bem
definidos que indicam estarem restritas as Choripetalae, ndo sendo encontradas em
Sympetalae (MELLO; SANTOS, 2001).

Taninos condensados, também chamados de proantocianidinas ou
leucocianidinas (HASLAM, 1975), sdo formados por cadeias de unidades de flavan-
3-ol (monbémeros) (PORTER, 1989). Ocorrem amplamente em gimnospermas e
angiospermas, sendo distribuidos em plantas lenhosas.

No grupo das proantocianidinas, a cadeia mais comum ¢é constituida por
unidades de catequina e/ou epicatequina com ligagdées 4—6 ou 4—8 (fig. 4a). Outros
mondmeros sdo também encontrados, como galocatequina, epigalocatequina,

robinetinidol e fisetinidol (PORTER, 1989), (fig.4b, tab.1).
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Figura 4b — Monémeros basicos de taninos condensados

Tabela 1 — Taninos condensados de acordo com o grau de hidroxilagdo nos anéis A

e B dos monémeros basicos

Tipo Monémero Substituinte
(nome trivial) Ri R Rs Ra
Distenina H H H H
1 Afzelequina H H OH H
Catequina H OH OH H
Galocatequina H OH |OH OH
Guibourtinidol H H OH H
Fisetinidol H OH OH H
2 Robinetinidol H OH OH OH
Oritina OH H OH H
Mesquitol OH OH OH H

Fonte — MELLO; SANTOS, 2001.

A nomenclatura comum dos flavan-3-6is e proantocianidinas derivam
originalmente de Weinges et al. (1968a e 1968b) e de Thompson et al. (1972).
Os dimeros de procianidinas foram caracterizados através do nome usual e

divididos em dois grupos, designados por A (C3oH24012) e B (C30H26012) (MELLO;
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SANTOS, 2001). O grupo do tipo B € o mais comumente encontrado na natureza,
tendo sido isolado de diversas espécies vegetais (THOMPSON et al., 1972).

A natureza polimérica das proantocianidinas dificulta as analises desses
compostos devido a sua complexidade estrutural, assim, pouco se conhece sobre
seu consumo em termos quantitativos, apesar de ser clara a amplitude de seu
consumo diario. Dessa forma muitos métodos analiticos tém sido utilizados como
forma de quantifica-los nas plantas e nos alimentos (SANTOS-BUELGA;
SCALBERT, 2000).

Muitos dos efeitos bioldgicos de interesse dos taninos condensados, derivam
de suas propriedades fisico-quimicas que sao: formar complexos estaveis com ions
metais e com proteinas e, como outros polifendis sao bons agentes redutores. Como
agentes redutores, eles podem participar na prevencdo de cancer de diferentes
orgaos internos. Outros efeitos benéficos em humanos também descritos foram
inibicdo da oxidagao “in vitro” da LDL, prote¢cao contra doengas cardiovasculares
como as proantocianidinas do vinho e do cha, quando consumidos moderadamente
(SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000; SCHOFIELD et al., 2001).

Atualmente, na medicina popular, plantas ricas em taninos tém sido bastante
empregadas para diversos fins, tais como: diarréia, hipertensao arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do
sistema urinario e processos inflamatérios (HASLAM, 1996). Assim, varios trabalhos
tém sido realizados, nas ultimas décadas, por pesquisadores interessados em
investigar as atividades farmacolégicas e biolégicas dos taninos, obtendo resultados
satisfatérios (WEINGES et al., 1971; HATANO et al., 1989; DONGMO et al., 2000).

Os taninos, juntamente com a cafeina, apresentam-se como os compostos

mais abundantes e importantes presentes nas sementes de guarana, sendo objeto
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de estudo ha varias décadas nessa espécie vegetal (NIERENSTEIN, 1922; MARX,

1990; CARLSON; THOMPSON, 1998).

1.2.3 Outras substancias quimicas

Cagno (1942) verificou a presenga de um corante vermelho nas sementes de
cacau, cola e guarana, que se apresentava na forma de uma substancia amorfa, de
sabor adstringente. Em outro estudo, Simao et al. (1986) determinaram a férmula
minima desse pigmento vermelho como sendo (CH0),, e sugeriram tratar-se de um
polimero. Esse pigmento vermelho natural é que da a coloracédo ao extrato de
guarana, matéria-prima usada na fabricagao do refrigerante.

Segundo Henman (1982), tragcos de uma saponina conhecida como
timbonina, semelhante a compostos descritos em varios timbds (planta da familia
Leguminosae, géneros Derris e Lenchocarpus) empregados pelos indios da
Amazbénia como veneno para capturar peixes, foi descrita pelo quimico alemao
Peckholt, no século passado.

Outros estudos com guarana foram realizados, podendo-se citar os trabalhos
de Benoni et al. (1996) que analisaram a composig¢ao do 6leo essencial do guarana,
e Avato et al. (2002) que avaliaram a composi¢ao quimica do 6leo extraido das
sementes de guarana.

Outras espécies de Paullinia (Sapindaceae) também desperta o interesse dos
pesquisadores, como pode-se observar pelos trabalhos de Spitzer (1995 e 1996)
que pesquisou a presenga de cianolipideos em Paullinia elegans e Paullinia
meliaefolia, e Thomsen e Brimer (1997) que realizaram estudos para a verificagdo da

presenca de constituintes cianogénicos em Paullinia capreolata.
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2. OBJETIVOS

Esse capitulo do trabalho teve como objetivos:

1. Controle de qualidade da matéria-prima vegetal, para comparagdo com
amostras pré-analisadas.

2. Obtencao de fragao semipurificada EPA a partir do extrato bruto das
sementes de guarana.

3. Analise quimica da fragcdo EPA, com isolamento e identificagdo dos
compostos fendlicos e metilxantinas.

4. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da fragdo EPA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

As sementes do vegetal Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke
foram adquiridas do produtor Sr. José Augusto de Souza, do Estado de Mato
Grosso, regido de Alta Floresta, Sitio Nossa Senhora Aparecida, Rodovia MT 325,
km 8. Foram coletadas de setembro a novembro de 2000 e enviadas a Maringa apés
serem torradas e secas em tacho de ferro. No laboratério de Farmacognosia foram
moidas em moinho de martelos. Uma exsicata encontra-se depositada como
documento taxonémico no Herbario do Departamento de Biologia da Universidade
Estadual de Maringa sob numero HUM 9.065. Sua identificacdo foi realizada pela

Profa. Dra. Cassia Ménica Sakuragui.

3.2 MATERIAL

3.2.1 Solventes, reagentes e solugoes

Todos os solventes e reagentes utilizados, exceto quando especificado,
possuiam grau de pureza pro-analise (p.a.), e das marcas Carlo Erba®, Merck® ou
Sigma®. Foi utilizado etanol comercial 93,6° (COCAMAR).

- Acetato de etila

- Acetona
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Acido acético

Acido férmico

Agar Mueller-Hinton medium desidratado Difco

Alcool n-butilico

Alcool etilico

Alcool metilico

Anidrido acético

Balsamo do Canada Synth

Caldo Mueller-Hinton Difco

Cloroformio

Cloroférmio deuterado Isotec

Corante Eosina

Corante Hematoxilina

Corante Leishman (eosina azul de metileno) a 0,2% em metanol
2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) a 0,2% em metanol - Fluka
Hexano

Kits para dosagens bioquimicas Labtest e Biodiagndstica
Metanol deuterado Isotec

Parafina Synth

Penicilina

Piridina

P6-de-pele R levemente cromado para determinagado de taninos, Freiberg,
Alemanha.

Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu — 2 N — Laborclin

Sephadex® LH-20 Fluka
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- Solugado aquosa de TTC a 2% (cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio) Inlab
- Solugao de 4c. sulfarico 2,5% (VIV)

- Solugao de carbonato de sodio 14,06%

- Solugao etandlica de cloreto férrico 1%

- Solugao de formol 10% tamponado

- Tetraciclina

- Tiras reativas Multistix-Bayer Diagndsticos

- Vancomicina Libra

- Xilol

3.2.2 Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados na realizacdo do trabalho, nos
diferentes laboratérios, estdo especificados a seguir:

- Aparelho de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear Varian

Gemini 300BB e Mercury 300BB

- Aparelho de ultrassom Unique USC Cleaner 1450, 25 KHz

- Aparelho extrator de Soxhlet

- Agitador magnético com aquecimento

- Autoclave vertical Fabbe—Primar modelo 103

- Balanca analitica AND HR-200

- Balanga analitica Ohaus MB-200 com secagem por infravermelho

- Balancga semi-analitica Marte AL-500

- Banho maria Marte MB

- Bomba de vacuo Ibav BRD4
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Cémara de UV 254 nm Germetec

Capela de fluxo laminar

Coletor de fragdes ISCO modelo 328

Coletor de fragdes Pharmacia Biotech FRAC-200

Contador automatizado Cell Dyn-Abbott-Laboratories

Cromatofolhas de aluminio de gel de silica 60 Fzs4 Merck

Cromatdgrafo liquido Gilson modelo 321, com injetor manual Rheodyne e
software UniPoint LCNT; pré-coluna (c: 4mm; & 3mm) e coluna (c: 250
mm; & 4mm) preenchidas com LiChrospher® 100 RP-18 com tamanho de
particula de 5 um; alga de 20 pl; detector de comprimento de onda variavel
Gilson UV/VIS 156; Degaisser 184

Espectrofotometro UV/VIS Cary 1E Varian

Espectrometro de massas ESI-MS Quattro LCZ Micromass, Manchester, UK
Estufa de secagem e esterilizagdo Fanem 315 SE

Estufa de incubacé&o bacteriolégica

Evaporador rotatério Buchi R-114 e R-153

Gaiolas metabdlicas

Liofilizador Christ Alpha 1-2

Microtomo rotativo Leitz modelo 1512

Moinho de martelos Tigre ASN-5

Mufla Fornitec

Polarimetro Perkin-Elmer modelo 241

Turbolizador Skymsen LSV-5
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3.3 CONTROLE DE QUALIDADE

As técnicas utilizadas para a avaliagédo da qualidade da droga vegetal foram
realizadas segundo normas farmacopéicas existentes na Farmacopéia Brasileira

(2000) e em outras Farmacopéias, assim como outras técnicas nao farmacopéicas.

3.3.1 Analise quimica preliminar

Entre os diferentes ensaios, realizaram-se os seguintes (HARBORNE, 1984):
1) taninos

2) compostos antracénicos

3) glicosideos flavdnicos

4) saponinas

5) Metilxantinas

6) Aromaticos simples

3.3.2 Analises fisico-quimicas

3.3.2.1 Determinagao da perda por secagem (sementes e po)

Cerca de 2,0 g exatamente pesados da droga vegetal foram colocados a

secar a temperatura ambiente, com auséncia de luminosidade. Foram pesados

diariamente até peso constante. Os resultados foram expressos em perda de
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substancias volateis e/ou agua percentual, através da média de cinco determinagdes

(MELLO e PETROVICK, 2000).

3.3.2.2 Determinagao da perda por dessecagao

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico, empregando-se
balanga analitica com sistema de secagem por infravermelho (CARDOSO, 2002).

Cerca de 5 g da droga vegetal moida foram exatamente pesadas em
bandejas de aluminio taradas, e dessecadas por 30 min a temperatura de 110 °C,
com intervalo de 15 min entre cada determinagdo, tempo necessario para o
resfriamento da balanga. O resultado é calculado em relagdo a 100 g da droga, pela

meédia de trés determinacgdes.

3.3.2.3 Determinacgao do teor de extrativos

Pesou-se exatamente cerca de 1,0 g de guarana cominuido, e submeteu-se a
decocgao com 100,0 ml de agua, durante 10 min. Apds o resfriamento, a solugao foi
transferida para baldo volumétrico e o volume completado a 100,0 ml. Apds filtragao
em papel filtro, os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Pesou-se uma aliquota
equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente tarado, e levou-se a evaporagao 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 (DEUTSCHES, 1986). Foram realizadas trés determinacgdes.
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3.3.2.4 Determinagao do teor de residuo seco

Realizou-se 0 mesmo procedimento de preparagao da amostra, conforme o
item 3.3.2.3, utilizando-se os seguintes solventes, em proporgdes volumétricas:
a) acetona : agua (7:3)
b) acetona : agua (1:1)
c) metanol : agua (1:1)
d) etanol : agua (1:1)
Para cada solvente, foram realizadas trés determinacdes e o resultado foi

expresso em relacédo a 100,0 g do extrato (MELLO e PETROVICK, 2000).

3.3.3 Anadlise quimica quantitativa

3.3.3.1 Determinagao do teor de taninos totais

Pesou-se exatamente cerca de 0,750 g de droga pulverizada, e transferiu-se
para um erlenmeyer com 150 ml de agua deixando-se durante 30 min em banho-
maria a temperatura de 85 °C. Apds resfriamento em agua corrente, transferiu-se o
conteudo para um baldo volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com agua.
Tomou-se cerca de 80 ml do extrato, filtrou-se, desprezando-se os primeiros 20 ml.
O filtrado obtido é denominado Solugdo-Mae (SM).

Para a determinacgéo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com
agua em balao volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solugao foram transferidos

com 1 ml de solugéo de acido fosfotungstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu
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2 N) e 10 ml de agua para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume
com solugdo de carbonato de sédio 14,06%. Apoés 15 min da adigdo da ultima
solugdo mediu-se a absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como branco.
Para determinagdo de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram
transferidos com 0,100 g de pé-de-pele R para um béquer e agitados durante 60
min. Apds, a solugéo foi filtrada e 5 ml do filtrado foi diluido com agua para 25 ml em
baldo volumétrico. Dois mililitros dessa solugdo foram transferidos com 1 ml de
solugéo de acido fosfotungstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml
de agua para um baldo volumétrico de 25 ml completando-se o volume com solugéo
de carbonato de sodio a 14,06%. Apds 15 min da adigao da ultima solugdo mediu-se
a absorvancia a 691 nm, empregando-se a agua como branco (GLASL, 1983).

Foram realizadas trés determinacgdes.

3.3.3.2 Determinagao do teor de metilxantinas

Preparo da substéncia de referéncia: pesaram-se exatamente 50 mg de cafeina
dissolvendo-se em 100 ml de solugéo de acido sulfurico 2,5% (V/V). Empregaram-se
3,0 ml dessa solugao, equivalentes a 1500 ug de cafeina, completando-se o volume
em baldo volumeétrico de 100 ml com solug¢do de acido sulfuarico 2,5% (V/V), obtendo-
se a concentracao de 15 ug/ml de cafeina.

Preparo das amostras de guarana: pesaram-se exatamente cerca de 250 mg da
amostra de guarana pulverizada e extraiu-se com 20 ml de solugdo de acido
sulfurico 2,5% (V/V) com agitagdo mecéanica durante 15 min, por quatro vezes.
Filtraram-se as por¢des para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume

com solugcéo de acido sulfurico 2,5% (V/V). Transferiram-se 10 ml desta solugéo
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para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com a solugdo de acido
sulfurico, obtendo-se uma concentragao tedrica em torno de 15,0 ug/mil.

As leituras no espectrofotbmetro foram realizadas a 271 nm, utilizando-se
solugdo de acido sulfurico a 2,5% (V/V), como solugdo de compensagéo

(ANDRADE, 1996). Foram realizadas trés determinacoes.

3.3.3.3 Determinacgao do teor de cinzas totais

O teor de cinzas totais foi determinado em forno de mufla (FARMACOPEIA,
2000). As amostras de p6 de guarana, colocadas em cadinhos de porcelana
previamente tarados, foram incineradas em forno de mufla a 450 °C até que todo o
carvao tivesse sido eliminado. Apds resfriamento em dessecador, as amostras foram

pesadas. Foram realizadas trés determinagdes.

3.3.3.4 Determinagao de oleos fixos

Cerca de 10 g da droga seca, exatamente pesados, foram transferidos para
cartucho de celulose e colocado em aparelho extrator de Soxhlet. Em um baldo
limpo, seco e previamente pesado foi colocado fragmentos de porcelana e o liquido
extrator n-hexano em quantidade suficiente para realizar trés sifonagens. A extragcéo
foi realizada sob aquecimento suficiente para manter o solvente em ebuligdo
moderada durante 4 h. Concluida a extragdo, aguardou-se o esfriamento, e
transferiu-se o conteudo do cartucho para grau de porcelana. A droga, entdo, foi
pulverizada e transferida novamente ao interior do cartucho e para o extrator.

Reiniciou-se a extragdo nas condigdes acima, por periodo adicional de 2 h. O
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solvente foi, entdo, evaporado sob pressado reduzida em evaporador rotatério € o
baldo transferido para estufa a 105 °C, resfriado e pesado. A operacéao foi repetida
até peso constante e a porcentagem de 6leos fixos calculada com base na diferenca

entre massa da tomada de ensaio e a do residuo (FARMACOPEIA, 2000).

3.4 PREPARAGAO DE EXTRATOS

Extrato bruto das sementes de guarana (EBPC) foram preparados, obtendo-
se posteriormente duas fragbes semipurificadas: FAQ e EPA (Patente Requerida,
sob sigilo pela Universidade Estadual de Maringa - INPI — Protocolo n°® 000802 de 28

de novembro de 2000).

3.5 METODOS CROMATOGRAFICOS

No desenvolvimento desse trabalho empregaram-se varias técnicas

cromatograficas para a obtencdo de fragbes semipurificadas, auxiliando no

isolamento de substancias quimicas.

3.5.1 Cromatografia em coluna (CC) da fragcao EPA

A fracdo EPA foi fracionada empregando-se uma coluna de vidro (h: 750 mm
@ 55 mm) contendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria. A coluna, apés

limpeza apropriada, foi estabilizada com etanol 50%. Adicionaram-se 15 g da fragao
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EPA no topo da coluna com auxilio de pipeta de Pasteur. Empregou-se a seguinte

sequéncia de fase movel em proporcéo volumétrica:

1. EtOH/agua (1:1) 741
2. EtOH 1,25 |
3. MetOH 1,45 |
4. Acetona/agua destilada (7:3) 71

Recolheram-se 8 ml de cada fragcdo em tubo de ensaio com fluxo de 1 ml/min.
O monitoramento foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD,
secao 3.5.2). Obtiveram-se 24 subfragbes (F#1 a F#24), que foram reunidas por
semelhancga, concentradas em evaporador rotatério sob pressao reduzida, até

eliminagao total do solvente organico, congeladas e liofilizadas.

3.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatofolhas de
aluminio de gel de silica 60 Fas4 (Merck®) com 0,200 mm de espessura, utilizando-se
como sistema eluente, acetato de etila:acido formico:agua (90:5:5; V/V). As
substancias foram visualizadas sob luz UV a 254 nm. A revelagdo quimica foi

realizada com solugao de cloreto férrico a 1% em etanol.

3.5.3 Cromatografia em coluna das subfragoes F#5 a F#9

Algumas subfragbes obtidas a partir da fragado EPA foram recromatografadas

por CC (h: 600 mm & 31 mm; h: 740 mm & 16 mm; h: 760 mm & 11 mm) contendo
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Sephadex® LH-20 e com fluxo de 1 ml/min (4 ml/tubo de ensaio). O sistema eluente

foi empregado na seguinte sequéncia, em proporgéo volumétrica:
1.
2.
3.
4.
5.

O monitoramento das fra¢des foi realizado através de CCD (sec¢&o 3.5.2).

3.5.4 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

EtOH 10 %

EtOH 20 %

EtOH 30 %

EtOH 40 %

EtOH 50 %

Algumas substancias isoladas foram derivatizadas (seg¢do 3.6) e em seguida

aplicadas em forma de linhas, em gel de silica PFa4 com gesso (Merck®), na

espessura de 0,750 mm, sobre placa de vidro (20 x 20 cm). O sistema eluente

utilizado foi tolueno:acetona (7:3; V/V).

Apos o desenvolvimento, as faixas de substancias foram demarcadas sob luz

UV, calculando-se o valor de Rf. Em seguida, as substancias foram separadas

raspando-se a regido correspondente e solubilizadas em cloroférmio.

Deixou-se em ultra-som (25 kHz) por aproximadamente 15 min. Filtrou-se em

filtro sinterizado G4, eliminando-se o cloroférmio em evaporador rotatério sob

pressao reduzida. A substancia foi recolhida em frasco previamente tarado e deixada

em capela até total eliminagdo do solvente. Posteriormente foi congelada e

liofilizada.
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3.5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.5.5.1 Condig¢des cromatograficas

Foi utilizado cromatégrafo liquido Gilson modelo 321, com injetor manual
Rheodyne e software UniPoint LCNT. Foi empregado como suporte pré-coluna
(4mm x 3mm) e coluna (250 mm x 4mm) preenchidas com LiChrospher® 100 RP-18
com tamanho de particula de 5 um e alga de 20 ul. Detector de comprimento de
onda variavel Gilson UV/VIS 156 e Degaisser 184. A temperatura do forno para
coluna foi de 27 °C e os cromatogramas foram observados nos comprimentos de
onda de 272 e 280 nm com sensibilidade de 0,05 AUFS.

O sistema eluente utilizado foi gradiente binario, com velocidade de fluxo de
0,9 ml/min, entre acido acético 5% em agua e metanol de acordo com a tabela 2

(MARX, 1990). Todos os solventes utilizados possuiam grau HPLC.

Tabela 2 — Gradiente da fase mével utilizada para CLAE

Tempo (min) Metanol (%) Ac. acético 5% (%)
0 10 90

15 50 50

20 100 0

25 100 0

35 10 90
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3.5.5.2 Curva de calibragao dos padroes

Para a obtencdo da curva padrdao foram preparadas solugdes,
separadamente, contendo catequina e epicatequina nas concentracdes de 1,0, 0,5,
0,25, 0,125 e 0,0625 mg/ml em mistura metanol:agua (50:50). As solug¢des foram
filtradas por membrana de politetraflouretiieno (Millipore®, FHLP01300) de
porosidade de 0,5 um e 20 ul foram injetados no cromatdgrafo com auxilio de
microsseringa com capacidade de 100 pl.

As areas dos picos correspondentes as duas substancias foram relacionadas
com suas respectivas concentragdes, calculando-se as equacdes das retas através
de regressao linear. Os resultados foram expressos pela média de cinco

procedimentos.

3.5.5.3 Preparo das amostras

As amostras a serem analisadas, EPA e subfragbes 5, 8 e 9, foram
solubilizadas em metanol:agua (50:50), na concentracdo de 1 mg/ml. Em seguida

filtrou-se em filtro Millipore®.

3.5.5.4 Analise quantitativa

Empregou-se como padrdo externo uma solugdo metandlica de catequina e
epicatequina, com concentragdo de 20 ug/ml. As solugbes foram filtradas por
membrana de politetraflouretiieno  (Millipore®) de porosidade 05 pm e

homogeneizadas nas solugbes metandlicas obtidas de acordo com a segao 3.5.5.3,
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sendo submetidas a analise cromatografica com auxilio de microsseringa com
capacidade de 100 ul. As areas dos picos referentes a catequina e epicatequina
foram determinadas por integragao, e as concentragdes de catequina e epicatequina
nas amostras foram calculadas através da curva de regressao linear definida pela

equacao 1:

y=ax+b (1)

X = concentragdo da substancia, catequina ou epicatequina na amostra
(mg/ml)

a = intersegao com eixo x da equacgao da reta

b = coeficiente angular da reta

y = area do pico da amostra (mV/s)

3.6 DERIVATIZACAO QUIMICA

Para quantidades de até 100 mg de substancia, adicionaram-se 1 ml de
piridina e 1 ml de anidrido acético em baldo de fundo redondo de 100 ml. Deixou-se
em repouso por 24 h. Apos, colocou-se gelo picado interna e externamente ao
baldo, deixando-se em repouso por 2 h. Filtrou-se em filtro sinterizado G4 e a
substancia acetilada foi lavada com agua até total eliminagdo da piridina.
Solubilizou-se a substancia acetilada em cloroférmio e retirou-se o solvente em

evaporador rotatorio sob pressdo reduzida de forma sucessiva até total eliminagao
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da piridina. Transferiu-se para um frasco previamente tarado e colocou-se na capela
a temperatura ambiente para total eliminacido do solvente. Apds, a substancia foi

congelada e liofilizada (MELLO et al., 1996).

3.7 ANALISE ESTRUTURAL

As substancias isoladas foram analisadas através de métodos
espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D (*H e "*C), RMN 2D
("H/"H COSY) e Espectroscopia de Massas (EM). Os espectros das substancias
foram analisados e também, comparando-se com dados constantes em literatura. Os
espectros de RMN foram obtidos em aparelho Varian Gemini 2000 e Mercury Plus
de 300 MHz para 'H e 75 MHz para C, empregando-se solventes deuterados
(CD3OD e CDCI3). Os espectros de massas foram obtidos junto ao Instituto de
Quimica Organica da Universidade de Munster, Alemanha, em aparelho ESI-MS

Quattro LCZ (Micromass Manchester, UK) com alga nanospray.

3.8 HIDROLISE DE DIMEROS

3.8.1 Unidade superior

Colocou-se 1 mg da substancia acetilada em 2 ml de solugdo de HCI 5% em

etanol, em baldo de fundo afunilado de 25 ml. Deixou-se em refluxo por 60 min, ou

até a solucdo tornar-se claramente vermelha. Realizou-se CCD em celulose com
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sistema eluente acido formico:HCl:agua (10:1:3; V/V) (MELLO et al., 1996). Foram

utilizados cloridrato de pelargonidina e epicatequina como substancias referéncia.

3.8.2 Unidade inferior

Colocou-se 1 mg da substancia livre (n&o derivatizada) em 2 ml de solugao de
HCI 0,1 N em etanol. Deixou-se em banho-maria a 60 °C por 15 min. Conseguiu-se a
identificacao através de CCD, como descrito na se¢ao 3.5.2, em comparagcdo com as

substancias referéncia catequina e epicatequina (MELLO et al., 1996).

3.9 ROTACAO OTICA (POLARIMETRIA)

A determinagéo da rotagao dtica (]2 ) da substancia acetilada sucedeu-se

empregando acetona (grau espectroscépico) a 20 °C. Para a determinagao do valor,

empregou-se a equagao 2.

20° 1000(.
[a]D ~ e

(2)

o = rotagao otica obtida em graus a 20 + 0,5 °C
[ = comprimento da cubeta do polarimetro em dm

¢ = concentragdo da substancia em porcentagem (m/V)
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3.10 ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR

As substancias, acetilada ou ndo, foram solubilizadas em metanol ou acetona,
e medidas em comprimento de onda entre 200-300 nm. O calculo da eliptizidade

molar ([0, ]) foi realizado de acordo com a equagao 3.

(o, ])= eliptizidade molar (deg.cm?.decimol™)
0, = eliptizidade (deg)
C = concentragdo molar (mol. I'")

/ = comprimento da cubeta (cm)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONTROLE DE QUALIDADE

Um dos problemas atribuidos aos fitoterapicos esta relacionado ao controle
de qualidade da matéria-prima. Fraudes e adulteracdes sdo comuns quando se trata
de plantas medicinais, e isto ocorre por varios fatores, tais como: falta de
conhecimento dos produtores e distribuidores; fiscalizacdo deficiente e, falta de
profissionais qualificados para a identificacdo e controle de drogas vegetais (ZAUPA
et al., 2000b; BRANDAO et al., 2001).

As plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas,
denominadas metabdlitos secundarios, sendo que alguns sdo produzidos em maior
quantidade do que outros. A quantidade dessas substancias pode variar de acordo
com as condi¢cbes climaticas e edaficas, dessa forma a qualidade das matérias-
primas vegetais pode variar dependendo da procedéncia do material (VON POSER,;

MENTZ, 2001)

Algumas andlises quimicas preliminares foram realizadas para avaliar a

presenga dos constituintes quimicos nas sementes de guarana (tab.3).

Essas analises foram realizadas com o intuito de comparar as amostras de
sementes desse trabalho (amostra teste — AMT), com outra amostra ja trabalhada
anteriormente, proveniente da Embrapa Ocidental de Manaus, que foi tomada como

amostra referencial (AMREF) (YAMAGUTI et al., 2001).
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Tabela 3 — Analise quimica preliminar comparativa de sementes de Paullinia cupana

var. sorbilis

Principio ativo AMT AMREF*
Taninos + +
Compostos antracénicos + +
Aromaticos simples + +
Metilxantinas + +
Flavonoides - +
Saponinas - -

+ = presencga do grupo quimico; - = auséncia do grupo quimico; *Yamaguti et al., 2001

Essa analise quimica e todos os testes de controle de qualidade seguintes
realizados com a AMT, serviram de base para a seguranga do trabalho, no que se
refere as possiveis mudangas dos constituintes quimicos que uma droga vegetal
possa apresentar, quando coletada em lugares diferentes, de acordo com o citado
por Von Poser e Mentz (2001).

Outro fator importante no controle de qualidade de fitoterapicos refere-se ao
teor de umidade e/ou substancias volateis presentes na droga vegetal. Essa
avaliagado torna-se necessaria uma vez que o0 excesso de umidade em matérias-
primas vegetais permite a acdo de enzimas, podendo acarretar degradagao de
constituintes quimicos, além de facilitar a proliferagdo de fungos e bactérias
(FARIAS, 2001).

Realizou-se a perda por secagem (PPS) do guarana a temperatura ambiente
(25 + 3 °C) com as sementes integras e secas e em pd. A estabilizagdo no processo

de secagem ocorreu apos um més, devido a alguns dias de chuva durante o periodo
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da analise. O valor médio da PPS foi de 1,33% para as sementes e de 0,71% para o
po.

Na perda por dessecacao (PPD), realizada pelo método gravimétrico, em
balanga analitica, a planta foi dessecada com sistema de secagem por infravermelho
e obteve-se o seguinte resultado: 8,98% + 0,27. A PPD foi realizada somente com a
droga vegetal em pé.

A determinacdo de umidade (PPD) na planta seca torna-se importante
quando se considera o uso de matéria-prima vegetal na produgao industrial de
fitoterapicos. E necessario a verificagdo do correto armazenamento dessa droga, ou
seja, se a mesma esta mantendo sua qualidade, uma vez que a absor¢gédo de agua
pode acarretar em perda do material por contaminagdo microbiana ou degradagao
dos constituintes quimicos. O teor de umidade obtido de 8,98% encontra-se entre os
valores estabelecido nas diferentes farmacopéias, que varia entre 8 e 14%, com
poucas excegdes (BACCHI, 1995; FARIAS, 2001).

A determinacao do teor de extrativos € um método utilizado para quantificar
constituintes extraidos da droga vegetal por um determinado solvente, que pode ser
etanol ou agua, preferencialmente (ANDRADE, 1996; FARMACOPEIA, 2000).

Para a determinagéo do teor de extrativos, empregou-se a agua como liquido
extrator, por ser, sem duvida, um dos liquidos extratores mais importantes.
Realizaram-se trés determinacdes obtendo-se como resultado o valor médio de
22,98% + 1,16 (m/V). Esse valor, no entanto, ndo representa, obrigatoriamente, uma
menor atividade bioldgica, que deve ser avaliada através de metodologia especifica.

A determinacdo do residuo seco, foi realizada a partir de uma solugao
extrativa obtida através de diferentes solventes. O melhor rendimento foi obtido

quando se utilizou acetona:agua (7:3; V/V) como pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 4 — Determinagao do residuo seco das sementes de Paullinia cupana

Rendimento (%)
AMT CV(%) AMREF* CV(%)
Acetona:agua (7:3) | 21,20 +1,17 5,52 29,33 +0,28 0,95
Acetona:agua (7:1) | 20,48 +2,73 13,33 24,50 + 0,37 1,53
Etanol:agua (1:1) 17,49 + 0,00 0,00 28,08 £ 0,42 1,48

Metanol:agua (1:1) | 14,98 + 2,50 16,68 | 23,41+ 0,41 1,74
*Yamaguti et al., 2001

Solvente (V/V)

A obtencdo de uma maior quantidade de extrativos com o liquido extrator
acetona:agua, serve de parametro na qualidade da droga vegetal. A AMREF
também apresentou melhor rendimento nesse liquido extrator (29,33% + 0,28).

Quando se utiliza a droga vegetal para fins de producéo industrial, deve-se
considerar quais as melhores condicdes para se obter uma extragdo produtiva dos
constituintes quimicos. A qualidade da solugdo extrativa é definida pelo solvente
empregado na extracdo (SONAGLIO et al., 2001).

A avaliacédo da qualidade pode ser complementada por analises quantitativas
de seus constituintes originais. Nessa determinacdo, séo incluidas técnicas de
doseamento de substancias ativas ou outros componentes caracteristicos (MATOS,
1994).

A AMT apresentou um valor de 5,92% + 0,24 de taninos totais, enquanto que
a AMREF apresentou quantidade inferior (4,14%). Esse fato pode estar relacionado
com o local de coleta das sementes, e ndo com o periodo, ja que esse ocorre

sempre entre setembro e novembro.
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Esses valores, entretanto, encontram-se dentro dos valores encontrados em
literatura para a droga vegetal guarana. Segundo Henman (1982), essa taxa estaria
entre 4 a 6% e de acordo com Duke (1987), o guarana deve apresentar entre 5 a
25% de taninos. Valores acima de 7% podem ocorrer, porém Duke (1987) nao
discute o método empregado para se obter 25% em taninos. Outro estudo realizado
com Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis, determinou uma quantidade de taninos
totais de 12,1% pelo método de Folin e Denis (MARX, 1990).

O doseamento de metilxantinas foi realizado por espectrofotometria na regiao
do UV a 271 nm. Segundo Andrade (1996 e 1999), essa técnica apresentou
melhores resultados quando comparada ao método proposto pela Farmacopéia
Brasileira (FARMACOPEIA, 1977).

Obteve-se com a AMT valor de 6,07% de metilxantinas, enquanto que a
AMREF apresentou valor superior (7,78%). Comparando-se esses valores com 0s
encontrados por Andrade (1996 e 1999) para amostras comerciais de guarana
(acima de 5%) esses valores encontram-se dentro do esperado para essa droga
vegetal.

ApOs essas anadlises realizadas com a AMT provenientes da regido de Alta
Floresta, confirmou-se a qualidade e semelhanga em teores de substancias
quimicas caracteristicas (metilxantinas e taninos) quando comparada com a AMREF.

A determinacgao do teor de cinzas € um método para medir a quantidade de
substancia residual ndo volatilizada, quando a droga € incinerada. As cinzas incluem
cinzas fisioldgicas e de materiais estranhos e cinzas nao fisioldgicas.

Para a AMT o teor de cinzas totais foi de 1,23%, encontrando-se dentro do
limite preconizado pela Farmacopéia Brasileira, menor que 2% (FARMACOPEIA,

1959). Outros valores foram descritos, para sementes de guarana, mas sempre
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inferiores a 2%. Segundo Lautenbacher (1994), o guarana apresenta teor de cinzas
totais entre 1,0 e 2,0%. Angelucci et al. (1978) encontraram valores entre 1,44 e
1,85% e Cagno (1942) determinou o teor em 1,80%,

Outra técnica que pode ser utilizada no controle de qualidade da droga
vegetal guarana é a determinagao de Oleos fixos, que sdo misturas de substancias
lipidicas, obtidas geralmente de sementes. A determinacdo de Oleos fixos das
sementes de guarana seguiu a técnica descrita na Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPEIA, 1986), encontrando-se um valor de 3,1%.

Segundo Corréa (1984), em 1861 Fournier encontrou nas sementes de
guarana um oleo verde fixo. Ainda de acordo com esse autor, Peckolt, em 1866,
encontrou em 100 g de sementes de guarana a quantidade de 2,95% de dleo fixo de
coloracdo amarela. Cagno (1942) observou a presenga de um depdsito gorduroso,
amarelo-esverdeado, emulsionavel pela agua quente. Essas substancias graxas
foram dosadas e corresponderam a 2,75% do peso da amostra.

Para a AMT o valor encontrado encontra-se proximo dos valores descritos na

literatura para a droga vegetal guarana.

4.2 EXTRAGAO E ISOLAMENTO

A pesquisa quimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais. De acordo com os resultados apresentados na tabela 3 (p.67) e
com os objetivos propostos, o presente trabalho pesquisou compostos fendlicos no
extrato EPA do guarana, direcionando-o para o isolamento e a elucidagao estrutural

de taninos.



73

A droga vegetal utilizada na preparacdo dos extratos foi adquirida do Mato
Grosso, regiao de Alta Floresta. O processo de torrefagdo e secagem ocorreu no
lugar de origem, sendo realizado em tachos de ferro por periodo de 1 h. Optou-se
por adquirir as sementes ja secas e torradas, para se preservar as caracteristicas do
processo de preparo das sementes de acordo com o uso popular local.

Apds a moagem das sementes e dentre os varios métodos de extragao
existentes, optou-se pela turbdlise ou turbo-extragao, que baseia-se na extragao com
simultdnea reducao do tamanho de particula, devido as forgas de cisalhamento. O
processo favorece a rapida dissolucdo das substancias ativas tornando o método
eficiente (VOIGT, 1983), a qual soma-se simplicidade, rapidez e versatilidade, que
permitem a facil utilizagdo dessa técnica em processamentos de pequena e média
escala. Para processamento em grande escala emprega-se o Ultra-turrax® (IKA®
WORKS, Inc.).

Apos o preparo do EBPC, o mesmo foi filtrado, concentrado e liofilizado,
apresentando um rendimento médio de 15,76%. Obtiveram-se posteriormente duas
fracdes semipurificadas: FAQ e EPA (Patente requerida pela UEM, sob sigilo), e um
residuo insoluvel (FAC). O rendimento obtido, a partir de 100 g de EBPC, foi de
43,93 g de EPA (43,93%), 29,11 g de FAQ (29,11%), 21,09 g de FAC (21,09%)
(flux.1).

A quantidade restante (5,87%) trata-se das perdas ocorridas durante o
processo de produgao, que é relativamente alta, podendo ser reduzida, se o sistema

de produgéao de extratos for do tipo “in-line” seguido de filtracdo acoplada.
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Fluxograma 1 — Preparagao de extratos e fracionamento cromatografico da fragéao

semipurificada EPA

A partir da EPA realizou-se o processo de isolamento e identificacdo de

compostos fendlicos presentes nas sementes de guarana - Paullinia cupana var.

sorbilis. Empregaram-se 15 g de EPA em cromatografia em coluna Sephadex® LH-

20, utilizando-se o sistema eluente descrito na se¢do 3.5.1 (p.57) (THOMPSON et

al., 1972; NONAKA et al., 1983; MELLO et al., 1996a; TOLEDO, 2002).

Através do monitoramento da coluna por CCD (se¢do 3.5.2 — p.58), reuniu se

24 subfracdes (F#1 — F#24) que foram agrupadas por semelhanga visualizada sob

luz UV a 254 nm. Apds a eliminagdo do solvente organico sob presséo reduzida,

foram liofilizadas e procedeu-se novamente a CCD das subfracbes, para a

visualizagdo do comportamento das mesmas (fig.5). Os rendimentos de cada

subfracao (F#1 — F#24) foram calculados e encontram-se na tabela 5.
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Figura 5 — Cromatograma das 24 subfracées da EPA

(gel de silica F2s4; AcOEt:acido formico:H,0; 90:5:5; FeCls a 1%)
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Tabela 5 — Rendimento das subfragdes da fragdo semipurificada EPA

Fracao Eluente(V/V) Quantidade (g) Rendimento (%)
F#1 Etanol:agua (1:1) 0,2724 1,82
F#2 Etanol:agua (1:1) 3,4668 23,11
F#3 Etanol:agua (1:1) 0,0768 0,50
F#4 Etanol:agua (1:1) 0,0217 0,15
F#5 Etanol:agua (1:1) 0,5027 3,35
F#6 Etanol:agua (1:1) 4,4436 29,62
F#7 Etanol:agua (1:1) 1,1023 7,35
F#8 Etanol:agua (1:1) 0,3682 2,45
F#9 Etanol:agua (1:1) 0,3249 2,17
F#10 Etanol:agua (1:1) 0,0925 0,60
F#11 Etanol:agua (1:1) 0,0597 0,40
F#12 Etanol:agua (1:1) 0,0428 0,30
F#13 Etanol:agua (1:1) 0,0725 0,50
F#14 Etanol:agua (1:1) 0,0339 0,20
F#15 Etanol:agua (1:1) 0,0634 0,40
F#16 Etanol:agua (1:1) 0,2835 1,89
F#17 Etanol:agua (1:1) 0,3129 2,09
F#18 Etanol:agua (1:1) 0,4652 3,10
F#19 Etanol:agua (1:1) 0,5583 3,70
F#20 Etanol:agua (1:1) 0,0994 0,60
F#21 Etanol:agua (1:1) 0,1058 0,70
F#22 Etanol 0,1445 0,90

F#22-A Etanol 0,1348 0,89
F#23 Metanol 0,2172 1,45
F#24 Acetona 0,0751 0,50

Total 13,3409 88,74
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A subfracdo F#1 apds concentracdo e liofilizagcdo forneceu quantidade de
amostra que se tornou instavel, prejudicando sua analise. A subfracdo F#3 néao
apresentou mancha no cromatograma caracteristica para compostos fendlicos, além
de pequena quantidade, ndo se trabalhando com essas subfracdes. Essas duas
subfragbes nao apresentaram reagdo positiva para metilxantinas (reagdo de
murexida).

A subfracao F#4, forneceu pouca quantidade de amostra, dessa forma optou-
se por uma derivatizagdo quimica por acetilagdo, sendo, posteriormente, enviadas
para analise de RMN. Os espectros, porém, ndo apresentaram boa resolucido e
devido a pouca quantidade nao foi possivel continuar as analises e elucidar qualquer

estrutura molecular.

4.2.1 Substancia | — Cafeina

Durante o processo de concentragdo da F#2, sob presséao reduzida, ocorreu a
formacdo de cristais. A amostra com os cristais foi colocada em um baldao
acrescentando-se 50 ml de alcool 50%, concentrada sob presséo reduzida e deixada
descansar a temperatura de 4 °C para que ocorresse o0 maximo de formagao dos
cristais. Apds, foi filtrada em filtro de placa sinterizada (G4), sendo o filtrado
denominado de F#2 e os cristais isolados denominados F#2c. As duas subfracdes
foram, concentradas sob pressao reduzida, liofilizadas, obtendo-se um rendimento
de: F#2=0,7105 g e F#2c= 2,4697 g.

A subfracdo F#2 foi submetida ao fracionamento por CC em Sephadex®

(secéo 3.5.3; p.58), porém nenhuma substancia foi obtida dessa amostra.
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De acordo com a literatura, foi isolada das sementes de guarana uma
substancia branca, amarga, cristalizada em forma de agulhas, o qual concluiu-se,
apos analises mais detalhadas, tratar-se da cafeina (CAGNO, 1942; HENMAN,
1982; CORREA, 1984).

A F#2c, denominada substancia |, indicava ser um composto puro por
apresentar-se na forma de cristais, com formato de agulhas, estando em acordo com
as descricdes na literatura para a cafeina. Assim, realizou-se teste de caracterizagao
de metilxantinas - reacdo de murexida, apresentando resultado positivo.

A substancia | foi, entdo, analisada por RMN 'H, **C, HETCOR, HMBC e por
espectrometria de massas.

A andlise do espectro de massas (fig.6), demonstrou o ion molecular [M+]=
194,9, estando esse valor em concordancia com a literatura para substancia cafeina
(THE MERCK INDEX, 1996).

Os dados espectrais de 'H RMN e *C RMN da substancia | encontram-se
demonstrados na tabela 6. O espectro de '"H RMN (fig.7), da substancia | apresenta
um sinal unico e como singleto, correspondendo ao hidrogénio H-8, que apresenta-
se em & 7,52 ppm. O restante dos sinais no espectro de 'H RMN refere-se aos trés
grupamentos metilas. Um dos sinais apresenta-se como dubleto em & 4,0 ppm, com
constante de acoplamento pequena, Jy7Hs < 1,0 Hz. Esse sinal corresponde
claramente ao grupamento metila da posicédo 7. Os outros dois sinais aparecem
como singletos em 6 3,41 ppm e 6 3,59 ppm, correspondendo aos hidrogénios das
posicoes 1 e 3 respectivamente. Através do espectro de HETCOR (fig.8) e baseado
nas observagbdes de Sitkowski et al., (1995), pdde-se estabelecer com seguranca
que os sinais a 6 27,89 ppm, 6 29,71 ppm e 6 33,55 ppm relacionam aos carbonos

N1-CHs, N3-CH; e N7-CH;. De forma semelhante, observou-se o carbono
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correspondente ao hidrogénio em H-8, estabelecendo-se o C-8 em & 141,35 ppm, e
de forma direta.

Tentando-se estabelecer a correlacéo a longa distancia (°J) entre os carbonos
tetrasubstituidos e os hidrogénios das metilas, realizou-se o espectro HMBC (fig.9).
Observou-se que o sinal em & 141,35 ppm correspondendo ao C-8, de acordo com o
observado na figura 8 (HETCOR), apresenta correlagdo com os hidrogénios de N7-
CHs;, sendo que esses hidrogénios encontram-se, ainda, correlacionados com C-5,
estabelecendo-se, assim, sinal em & 107,57 ppm. O acoplamento dos hidrogénios de
N1-CH; e N3-CH3z € comum com o carbono em C-2. Isso pode ser verificado na
figura 9, onde o C-2 apresenta-se em & 151,70 ppm. De forma analoga, porém
separadamente, € possivel estabelecer a posicdo dos carbonos C-4 e C-6 em §

148,68 ppm e 6 155,41 ppm, respectivamente.

Tabela 6 — Deslocamentos da substancia | (*H RMN=300 MHz; *C RMN= 75,45
MHz; CDCIs; relativo para TMS)

Hidrogénio| & (ppm) K Izi;:lr':;ura Carbono d (ppm) "8 Izli::::;tura

3 x H-1 3,41 3,37 C-1 27,89 27,5
C-2 151,70 151,3

3 x H-3 3,59 3,55 C-3 29,71 29,3
C-4 148,68 148,3

C-5 107,57 107,1

C-6 155,41 154,9

3 x H-7 4,00 4,01 C-7 33,55 33,2
H-8 7,52 7,58 C-8 141,35 141,2

**Sitkowski et al., 1995.
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Todos os dados de deslocamentos, tanto para hidrogénios como para
carbonos encontram-se em conformidade com os dados da literatura para cafeina
(SITKOWSKI et al., 1995). De acordo com as analises realizadas em CCD, espectro
de massas, e os dados espectroscopicos (tab.6, fig.6, 7, 8 e 9) e, quando
comparados com os dados de literatura, confirma-se a substancia | como sendo

cafeina (fig.10).

o
HaC— N7 >
PP
07 N N
CH,

Figura 10 — Estrutura da substancia I, cafeina

4.2.2 Taninos condensados

Uma das caracteristicas do guarana, é a presenca marcante de substancias
fendlicas, principalmente as derivadas de catequina ou flavan-3-6is, ou seja, taninos
condensados, tais como citado por Nierenstein (1922) ou mais recentemente por
Marx (1990). Entretanto n&o se encontra em literatura estudo quimico classico com
isolamento e identificacdo de compostos polifendlicos.

Assim, com o objetivo de isolar e identificar compostos polifendlicos, e, na
expectativa de se obter substancias puras, foram realizados novos fracionamentos

por CC (secgdo 3.5.3 — p.58), com as subfracdes F#5, F#6, F#7, F#8 e F#9, pelo fato



85

dessas apresentarem um perfil cromatografico em CCD, apds revelagdo com cloreto

férrico, caracteristico de substancias fendlicas.

Cerca de 200 mg da F#5 foram recromatografadas através de CC (segao

3.5.3 — p.58) resultando em 7 subfragdes, como pode ser observado no fluxograma

2.

F#5
200 mg
CC Sephadex® LH-20 etanol
gradiente 10 a 50%
F#5.1 F#5.2 F#5.3 F#5.4 F#5.5 F#5.6 F#5.7
- 102,3 mg 62,6 mg 5,9 mg 3,8 mg 5,4 mg 2,4 mg

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico da F#5

As subfracbes F#5.2 e F#5.3, denominadas de substancias Il e llI,

respectivamente, apresentaram uma uUnica mancha no cromatograma, apoés

revelacdo com FeCls, indicando, possivelmente, substancias puras e do tipo

catequina/epicatequina (MELLO,

1995). Ambas foram analisadas através da

espectroscopia de RMN 1D ('H) e 2D (COSY 'H/'H) e espectrometria de massas. As

demais subfracdes ndo foram viaveis para possiveis analises estruturais, devido as

quantidades obtidas.
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4.2.2.1 Substancia Il — Epicatequina

O espectro de massas da substancia Il, forneceu o ion pseudo-molecular
[M+Na’]= 313 encontrando-se em concordancia com substancia tipo
catequina/epicatequina (m/z= 290) nao derivatizada (fig.11).

O processo de fragmentacao proposto da substancia pode ser observado na
figura 12, estando de acordo com a literatura (PALLENBACH, 1992; MELLO, 1995).

O espectro de 'H RMN (fig.13), da substancia Il com as hidroxilas livres,
mostra para os hidrogénios alifaticos H-3(C) e H-2(C) uma constante de
acoplamento Jy2 1.3 menor que 1 Hz comprovando uma configuragao relativa do tipo
2,3-cis (WEINGES et al., 1969). O hidrogénio alifatico H-3(C) apresenta uma
constante de acoplamento pequena com o hidrogénio H-4,(C) no valor de 2,7 Hz,
enquanto que o mesmo hidrogénio possui uma constante de acoplamento com H-
4.4(C) de 4,5 Hz. Portanto, observa-se uma configuragéo relativa para a substancia
Il do tipo 2,3-cis, 3,4ax-Cis e 3,4eq-trans. Para Weinges et al. (1968 e 1969) a
constante de acoplamento dos prétons H-2(C) e H-3(C), com aproximadamente 6 Hz
demonstra uma configuragao relativa trans, e uma constante de acoplamento igual
ou inferior a 1 Hz a ordem cis. Entre 66,75 e 6,97 ppm aparecem sinais
caracteristicos de um sistema AMX correspondendo aos prétons H-2', H-5" e H-6’,
comprovando a di-hidroxilagdo no anel B, como pode ser observado na tabela 7.
Nesse espectro observa-se, ainda, os prétons H-6(A) e H-8(A) na regidao aromatica
em 65,90 €65,93 ppm. Esses protons, em solugdo, permanecem sem posi¢ao
definida, estando em constante intercambio um com o outro, desde que a substancia
encontre-se com as hidroxilas livres (PETEREIT, 1992). Os dados de deslocamento

estido demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7 — Deslocamentos da substancia Il (300 MHz; CD3;OD relativo para TMS)

**3 Literatura

Préton ) m Multiplicidade J (Hz
(ppm) (opm) p (Hz)
JH-4ax-H-4eq = 16,8
H-4ax (C) 272 dd Fraaided
JH-dax-H3= 2,7
2,7—-2,86
JH-seq-H-4ax = 16,8
H-4eq (C) 2,86 dd

JH-seq-H3= 4,5

H2 (C) 4,80 4,85 S JH_Z,H_?, <1
JH-2-H3 < 1

H3 (C) 416 421 m s ideq = 4,5

JH-3-Hdax = 2,7
H6 (A)* 5,90 5,94 d JheHsg =24
H8 (A)* 5,93 6,02 d JH8H6 = 2,1
H-5" (B) 6,75 6,81 —-7,04 d JH-5-He = 8,1

Jne-ns = 8,4
H-6’ (B) 6,79 6,81 —-7,04 dd

Jhe-H2 = 1,8
H-2' (B) 6,97 6,81 —-7,04 d JHoHe =1,8

* intercambiaveis (Kombal, 1993); **Foo et al., 2000
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Figura 12 — Proposta de fragmentacéo da substancia ll
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Figura 14 — Espectro COSY 'H/'H da substancia Il (300 MHz; CD30D;
relativo para TMS)
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O espectro de RMN 2D ('H/'H COSY) (fig.14) mostra as correlacdes dos
hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretagao e elucidagao estrutural
da substancia Il. Ainda é possivel ordenar o hidrogénio H-2' e H-6’, bem como o H-
8(A), pelo acoplamento a distancia entre si, como pode ser observado na figura 14.

A estereoquimica absoluta da substancia nao derivatizada foi realizada com

auxilio da rotagdo ética especifica obtendo-se o valor de [0 ]2 = —46° (metanol; c=

0,001). De acordo com Danne (1994), o valor obtido para a epicatequina foi de
[ ]2 =-20,1° (acetona com a substancia acetilada; c= 0,04). Pode-se concluir,

assim, que a substancia Il, possui a configuragcdo absoluta 2R, 3R, que pode ser
confirmada pelo espectro de dicroismo circular (fig.16), onde se obteve um evidente
efeito Coftton positivo na regidao de 230-240 nm, com valor de 1800 e um leve efeito
Cotton negativo na regido de 270-280 nm, com valor de -1500.

De acordo com as analises realizadas em CCD, espectro de massas, e dos
dados espectroscopicos (tab.7, fig.11, 13 e 14) e, quando comparados com o0s

dados de literatura, confirma-se a substancia Il como sendo epicatequina (fig.15).

Figura 15 — Estrutura da substancia Il, epicatequina



Figura 16 — Espectro de dicroismo circular da epicatequina
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4.2.2.2 Substancia lll - Catequina

A analise do espectro de massas da subfracdo F#5.3, denominada
substancia Ill, forneceu o ion pseudo-molecular [M+Na*] = 313 encontrando-se em
concordancia com substancia tipo catequina/epicatequina (m/z= 290) néo
derivatizada (fig.17).

A substancia lll apresenta o espectro de '"H RMN (fig.18), com as hidroxilas
livres, mostrando para os hidrogénios alifaticos H-3(C) e H-2(C) uma constante de
acoplamento Jyons de 7,5 Hz, que se comparada com a substancia Il
(epicatequina), a mesma é grande comprovando uma configuragao relativa 2,3-trans
(WEINGES et al., 1969). O hidrogénio alifatico H-3(C) apresenta uma constante de
acoplamento com o hidrogénio H-4.4(C) no valor de 8,1 Hz, enquanto que o0 mesmo
hidrogénio possui uma constante de acoplamento H-4¢,(C) de 5,1 Hz. Portanto,
pode-se afirmar que existe uma configuragao relativa para a substancia Il do tipo
2,3-trans, 3,4x-trans e 3,4.4-Cis. Entre 56,71 e 6,84 ppm aparecem sinais
caracteristicos de um sistema AMX correspondendo aos hidrogénios do anel B (H-2’,
H-5 e H-6'), comprovando, assim, a di-hidroxilagdo no anel. Nesse espectro
observa-se, ainda, os hidrogénios H-6(A) e H-8(A) na regido aromatica em & 5,85
e 6 5,92 ppm. Os dados de deslocamento podem ser visualizados na tabela 8.

O espectro de RMN 2D ("H/'H COSY) (fig.19) mostra as correlagdes dos
hidrogénios aromaticos e alifaticos facilitando a interpretagéo e elucidagao estrutural

da substancia lll.
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Tabela 8 — Deslocamento da substancia lll (300 MHz; CD3;0D relativo para TMS)

”$ Literatura

Préton 5 m Multiplicidade J (Hz
(ppm) (opm) p (Hz)
JH-4ax-H-4eq = 16,2
H-4ax (C) 2,49 2,54 dd rraactiaes
JH-sax-H-3 = 8,1
JH-4ax-H-4eq = 16,2
H-4eq (C) 283 2,92 dd rraxidea
JH-deq-H-3= 5,1
H-2 (C) 455 457 s Jnana=T75
JH-3-H2 = 7,5
H-3 (C) 3,96 3,99 - 4,06 ddd JH-3-H-deq = 5,1
JH-3-H-4ax = 8,1
H-6 (A)* 5,85 5,88 d JH6H8 = 2,1
H-8 (A)* 5,92 6,03 d JH8H6 = 2,1
Jh-e-H5 = 8,4
H-6' (B) 6,71 dd
Jhe-H2 = 1,8
6,77 - 6,91
H-5’ (B) 6,76 d JH-5‘-H-6‘ = 8,4
H-2’ (B) 6,84 d JH-2’-H-6’ = 1,8

* intercambiaveis (Kombal, 1993); **Kombal, 1993
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Figura 19 — Espectro COSY "H/'H da substancia Il (300 MHz;
CDsOD; relativo para TMS)
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A estereoquimica absoluta foi realizada com auxilio da rotagdao otica

especifica obtendo-se o valor de [a]5" =+10° (acetona; c= 0,001). De acordo com

Danne (1994), o valor obtido para a catequina foi de [oc]i,w =-20,1° (acetona com a

substancia acetilada; c= 0,04). Pode-se concluir, assim, que a substancia lll, possui
a configuracdo absoluta 2R, 3S, que pode ser confirmada pelo espectro de
dicroismo circular (fig.21), onde se obteve um leve efeito Coffon positivo na regido
de 230-240 nm, com valor de 850 e um evidente efeito Cotton negativo na regiao de
270-280 nm, com valor de -1650.

De acordo com as analises realizadas de CCD, espectro de massas, e dos
dados espectroscopicos (tab.8, fig.17, 18 e 19) e, quando comparados com o0s
dados de literatura, pode-se afirmar que a substancia lll trata-se de catequina

(fig.20).

Figura 20 — Estrutura da substéancia lll, catequina
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Figura 21 — Espectro de dicroismo circular da catequina
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Marx (1990) identificou catequina e epicatequina através de extrato de
sementes do guarana. Entretanto o autor utiliza a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrometria de massas (El) para a confirmagédo dessas substancias.
Por esse método, afirma o autor, que as duas substancias representam cerca de
80% do conteudo total de taninos nas sementes. Dessa forma, esse trabalho,
confirma o resultado obtido por Marx (1990) com a identificacdo dessas duas
substancias.

Na tentativa de isolamento de novos compostos, as subfracbes F#6, F#7 e
F#8 também foram recromatografadas por CC (secéo 3.5.3 — p.58), sendo as
manchas apresentadas na CCD (segao 3.5.2 — p.58) caracteristicas para compostos
fendlicos. Entretanto, com essas subfragdes, obteve-se novamente as substancias ja
isoladas e identificadas anteriormente: catequina e epicatequina.

A Ultima subfragdo recromatografada em CC foi a F#9 (200 mg), a qual

forneceu cinco subfragdes, como pode ser observado no fluxograma 3.

F#9
200 mg
Sephadex® LH-20
etanol gradiente 10 a 50%
F#9.1 F#9.2 F#9.3 F#9.4 F#9.5
3,8 mg 23,4 mg 72,6 mg 23,1 mg 22,2 mg

Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico da F#9
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Das cinco subfragdes obtidas, somente a F#9.2, F#9.3 e F#9.4 tiveram
continuidade nas analises. A analise do espectro de RMN dessas subfracbes
indicou, provavelmente, tratarem ser proantocianidinas diméricas.

Marx (1990) interpretou um cromatograma, obtido por CLAE, a partir de
extrato de sementes de guarana, e apontou indicios da presenga de
proantocianidinas diméricas. Como os picos foram muito pequenos em relacdo aos
de catequina e epicatequina, ndao foi possivel identifica-los. Essa afirmagdo, no
entanto, relaciona-se com os resultados obtidos por Lea (1980), estudando o
comportamento de um soluto em uma mistura eluente com extratos de sidra (vinho
branco).

A interpretacdo dos espectros de RMN 1D ('H) e 2D (*H/"H COSY) forneceu
subsidios iniciais suficientes para a elucidacdo estrutural das proantocianidinas
diméricas, entretanto, a analise completa desses compostos relaciona-se também
com a analise do espectro de massas e dicroismo circular.

Fletcher et al., (1977) mostraram através de estudos de RMN de procianidinas
paracetiladas que as ligagdes (4—6) e (4—8) encontram-se em duas conformacdes
energéticas protegidas. Como critério de diferenciagdo para o tipo de ligagao, os
autores utilizam a relacdo dos sinais dos rotdmeros. A ordem de grandeza das
substancias com ligagcdes do tipo (4—6) € na proporgcao de 1:1, enquanto que das
substancias com ligagdes do tipo (4—8) existe uma conformacdo de rotdmeros
dominante. A duplicidade dos sinais depende da rigorosidade da temperatura de
medida e do tipo de solvente empregado (OUTTRUP; SCHAUMBURG, 1981).

Outra forma de avaliar o tipo de ligagédo entre as unidades superior e inferior,
foi relacionada por Hemingway et al. (1982). Os autores correlacionaram os pares de

procianidinas peracetiladas (B+1/B7 e B2/Bs) do sistema de spins AB dos hidrogénios
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do anel A das substancias com ligagdes (4—6) como estando em campos mais
baixos (desprotegido) (6 6,7 ppm), enquanto os sinais da ligagao analoga (4—8) em
campos mais altos (66,1 ppm). Entretanto esse critério de diferenciagdo, entre
(4—6) e (4—>8), somente é valido para substédncias com uma configuragdo 4R
(KOLODZIEJ, 1989). Adicionalmente, o hidrogénio H-2 de substancias ligadas (4—8)
apresentam-se com deslocamento entre 64,37 e 65,01 ppm, enquanto as
substancias ligadas (4—6) entre & 5,04 e § 5,35 ppm (HOR et al., 1995).

Apesar de todos os indicios fornecidos pela interpretagdo do espectro de 'H
RMN, até a configuracdo absoluta deixa-se “transparecer” através do C-4(C) da
ligacdo entre as unidades interflavan, quando a unidade superior for do tipo
catequina (2R,3S). Isso é devido a essa substancia ter uma constante de
acoplamento grande, pois essa fornece uma ordem pseudoequatorial. No entanto,
quando a unidade superior for epicatequina, o C-4(C) apresentara sempre uma
constante de acoplamento pequena e nao podera, nesse caso, se afirmar a
configuragdo absoluta, pois esse composto possibilita tanto uma configuragdo 4R
(posigao diequatorial do hidrogénio) como 4S (acoplamento axial-equatorial)
(PETEREIT, 1992).

Um meétodo apropriado, portanto, para determinar a configuragdo absoluta de
C-4 é através do dicroismo circular (CD).

Thompson et al.(1972) indicaram a medida em CD de procianidinas diméricas
como significativo pelo “efeito Cotton” em 275 nm. Procianidinas diméricas com
configuragdo 4S, como a By, mostram-se através de um efeito Cotton negativo,
enquanto que as substancias 4R, uma curva espelhada (efeito Cotton positivo). E
possivel, ainda, utilizar outro comprimento de onda para fazer a diferenciagcdo, como

na regido entre 220-240 nm (MELLO, 1995).
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4.2.2.3 Substancia IV — Epicatequina-(43—8)-epicatequina (Procianidina B,)

Cerca de 10 mg das subfracbes F#9.2, F#9.3 e F#9.4 foram derivatizadas
(secédo 3.6, p.62) e purificadas em CCDP (secédo 3.5.4, p.59), sendo entdo
denominadas de substancias IV, V e VI, respectivamente.

A substancia IV apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M+Na']'= 1021,3 (fig.22) caracteristico de substancias diméricas
acetiladas de catequina/epicatequina.

O espectro de '"H RMN em CDCl; (fig.23) da substancia IV forneceu dados
representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado dimérico. Os
dados de deslocamento (5 em ppm), multiplicidade e constante de acoplamento
podem ser observados na tabela 9. Esse espectro assemelha-se ao espectro de
epigalocatequina-(4p—8)-epigalocatequina  peracetilada, com exce¢dao dos

hidrogénios da regido aromatica (MELLO, 1995).
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Tabela 9 — Dados de 'H RMN da substancia IV acetilada (300 MHz; CDCIj; relativo

para TMS)
Hidrogénio s(ppm) | O 'zg::z;“ra Multiplicidade | J (Hz)

H-4 (F) 2x2,88-292 | 2x2,90-2,95 m

H-4 (C) 4,46 4,47 d *Jhatis = 1,8

H-2 (F) 4,54 4,54 s 3 Jhohs < 1

H-3 (F) 5,10 5,09 m S Jhape < 1

H-3 (C) 5,16 5,15 m *Jnape < 1

H-2 (C) 5,57 5,56 s 3 Jhohs < 1

H-6 (A) 5,99 5,99 d *nere = 2,4

H-8 (A) 6,24 6,19 d *hsne =24

H-6 (D) 6,66 6,63 s

H-6 (E) 6,89 6,90 — 7,41 dd :JH'G"H'E -8
Jhe-H2 = 1,8

H-2' (E) 7,01 6,90 — 7,41 d *Jhore =18

H-5' (E) 7,04 6,90 — 7,41 d *hs-te = 8,1

H-5' (B) 717 6,90 — 7,41 d Jh2ne = 8,1

H-6" (B) 7,29 6,90 — 7,41 dd*

H-2’ (B) 7,36 6,90 — 7,41 d Jnone =1,8

* um dubleto esta parcialmente encoberto pelo solvente CDCl3;

**Ueffing, 1988
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Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior [2 x H-4(F)] apresentam-se
idénticos, entre 6 2,88-2,92 ppm, sendo os hidrogénios mais protegidos da molécula.
Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do mondmero superior apresenta-se em campo
menos protegido, & 4,46 ppm. A constante de acoplamento do hidrogénio H-3(C)
com o hidrogénio H-4(C) é pequena de Juyszns = 1,8 Hz. O acoplamento entre os
hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui uma constante inferior a 1 Hz. Esses dados
referentes aos hidrogénios alifaticos da unidade superior, estabelecem uma
configuragao relativa do tipo 2,3-cis, 3,4-cis. Os hidrogénios alifaticos da unidade
inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam deslocamentos em 65,10 e 4,54 ppm,
respectivamente. Os mesmos apresentam uma constante de acoplamento inferior a
1 Hz, confirmando a configuragao relativa 2,3-cis e 3,4-cis, também, para a unidade
inferior. E perfeitamente visivel, no espectro de RMN 2D (1H/1H COSY - fig.24), a
correlagao de todos esses hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica
apresentam-se como nos derivados monoméricos, catequina/epicatequina, com dois
sistemas do tipo AMX. E possivel determinar os deslocamentos e as constantes de
acoplamento de quase todos os hidrogénios, com excecdo do H-6' da unidade
inferior, através do espectro de COSY ('H/'H) (fig.24). Os hidrogénios do anel A, H-
6(A) e H-8(A), aparecem em 3 5,99 e 6,23 ppm, respectivamente, com constante de
acoplamento idéntica e igual a Jues.vs= 2,4 Hz, enquanto que o hidrogénio H-6(D), em
d 6,65 ppm, apresenta-se como um singleto. De acordo com Fletcher et al. (1977),
Hemingway et al., (1982) e Kolodziej (1989), o deslocamento dos hidrogénios do
anel A estdo de acordo com uma configuragao do tipo 4R. No entanto, pelo fato da
configuragcdo relativa da unidade superior ser do tipo 3,4-cis e uma configuragéo
absoluta 2R,3R, existe a dificuldade em afirmar a configuragcdo absoluta da

substancia na posigao 4, e portanto, determinar se essa ligagédo sera do tipo 43 ou
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40. Além disso, Weinges et al. (1968c) demonstraram que as procianidinas B4 e B,
apresentam uma constante de acoplamento pequena (J34 < 2,0 Hz), comprovando
uma posicao 3,4-cis. Dessa maneira, a configuracdo € compativel tanto como 4S
como 4R. Para corroborar com uma possivel afirmacgao do tipo de ligagao entre as
unidades, superior e inferior, Hor et al., (1995) afirmam que o posicionamento do
hidrogénio H-2(F) entre 4,37 e 5,04 ppm indica uma ligagao do tipo (4—8), o que
pode ser observado para essa substancia € exatamente um valor de & 4,54,
obedecendo essa regra. Recentemente, Galina (2003) isolou e identificou a
substancia epicatequina-(4p—8)-epicatequina peracetato das cascas de Guazuma
ulmifolia Lam. (Sterculiaceae), e os dados s&o totalmente coincidentes. Dessa forma,
a substancia IV possui uma configuragdo do tipo 2R,3R e 2R’,3R’, para as unidades
superior e inferior, respectivamente. A configuragdo absoluta sé podera ser
totalmente confirmada com a determinacao através de dicroismo circular. Entretanto
Ueffing (1988) isolou e identificou essa mesma substancia de Tilia sp. com dados de
dicroismo circular. Por comparacgao entre os dados obtidos nesse trabalho e o da
substancia IV, pode-se afirmar que a mesma trata-se da procianidina B, (fig.25),

epicatequina-(4—8)-epicatequina.



110

Figura 24 — Espectro COSY de "H/'H da substancia IV acetilada (300 MHz;
CDClg; relativo para TMS)
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Figura 25 — Estrutura da substéancia IV, epicatequina-(4—8)-epicatequina

(procianidina By)

4.2.2.4 Substancia V — Catequina-(40—8)-catequina (Procianidina B3)

A substancia V apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M+Na']'= 1021,3 (fig.26) caracteristico de substancias diméricas
acetiladas de catequina/epicatequina.

Para a substancia V, o espectro de '"H RMN em CDCl; (fig.27) também
forneceu dados representativos de um composto fendlico do tipo tanino condensado
dimérico. Esse espectro assemelha-se ao espectro de 4’-O-metil-galocatequina-
(40—8)-4’-O-metil-galocatequina peracetilada, com exce¢cédo aos hidrogénios da
regido aromatica e aqueles correspondentes a metoxila (-OCH3;) (MELLO et al.,
1999; TOLEDO, 2002). Os dados de deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e

constante de acoplamento podem ser observados na tabela 10.
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Tabela 10 - Dados de 'H RMN da substancia V acetilada (300 MHz; CDClj relativo

para TMS)
. . ”§ Literatura o
Hidrogénio ) m Multiplicidade J (Hz
g (Ppm) (PpM) P (Hz)
*Jn-gax-Haeq = 16,5
H-4.x (F) 2,66 2,66 dd 5
JHsax-h3 = 7,5
2JH-4eq-H-4ax- =16,5
H-4¢q (F) 2,93 2,93 dd 5
JH-d4eq-H-3 = 5,4
H-4 (C) 4,48 4,48 d *Jnans = 9,3
H-2 (C) 4,76 4,76 *Jn-2-h3 = 9,9
H-2 (F) 4,96 4,95 *Jrot3=7,8
*dnan2=7,8
H-3 (F) 5,02 5,03 ddd 3 Jh-3-taax = 7,5
¥ Jna-Hdeq = 5,4
H-3 (C) 5,62 5,63 t >J=19,2
H-6 (A) 6,48 6,48 d ‘Jn-6-H-8 = 2,4
H-8 (A) 6,51 6,51 d ‘Jn-sre = 2,4
H-6 (D) 6,64 6,64 s
*Jhe-rs = 8,4
H-6’ (E) 6,73 6,71 -7,15 dd 4
Jh-6-H-2 =2,1
H-2' (E) 6,93 6,71-7,15 d *h2ne =1,8
*Jne-s =8,4
H-6" (B) 6,99 6,71 -7,15 dd .
Jh-eH2 =1,8
H-2’ (B) 7,02 6,71-7,15 d *2ne =1,8
H-5 (E) 7,14 6,71 -7,15 d *Jn-s.ne =8,4
H-5 (B) 7,14 6,71 -7,15 d *Ju.5-He =8,4

* pseudo-tripleto (teoricamente dd); **Petereit; 1992
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Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior H-4.4(F) e H-4¢(F) apresentam-
se com deslocamentos em & 2,66 e 2,93 ppm, respectivamente, sendo os
hidrogénios mais protegidos da molécula. Ja o hidrogénio alifatico H-4(C) do
mondmero superior apresenta-se em campo menos protegido, & 4,48 ppm. A
constante de acoplamento do hidrogénio H-3(C) com o hidrogénio H-4(C) é grande
de Juzna = 9,3 Hz, e 0 acoplamento entre os hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui
uma constante de 9,9 Hz. Esses dados referentes aos hidrogénios alifaticos da
unidade superior, estabelecem uma configuragao relativa do tipo 2,3-trans, 3,4-trans.
Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em & 5,02 e 4,96 ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam
uma constante de acoplamento grande, confirmando a configuragdo relativa 2,3-
trans e 3,4-trans, também, para a unidade inferior. E perfeitamente visivel, no
espectro de RMN 2D (‘H/'H COSY - fig.28), a correlacdo de todos esses
hidrogénios alifaticos. Os hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como nos
derivados monoméricos, catequina/epicatequina, com dois sistemas do tipo AMX. E
possivel determinar os deslocamentos e as constantes de acoplamento de quase
todos os hidrogénios, com excegao do H-5 da unidade inferior e H-5 da unidade
superior, através do espectro de COSY ('H/'H) (fig.28). Os hidrogénios do anel A, H-
6(A) e H-8(A), aparecem em 5 6,48 e 6,51 ppm, respectivamente, com constante de
acoplamento idéntica e igual a Jues.vs= 2,4 Hz, enquanto que o hidrogénio H-6(D), em
d 6,64 ppm, apresenta-se como um singleto. De acordo com Fletcher et al. (1977),
Hemingway et al. (1982) e Kolodziej (1989), o deslocamento dos hidrogénios do anel
A estdo de acordo com uma configuragdo do tipo 4S. No entanto, pelo fato da
configuragdo relativa da unidade superior ser do tipo 3,4-frans e uma configuragéo

absoluta 2R,3S, ndo existe a dificuldade em afirmar a configuragdo absoluta da
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substancia na posigao 4, e portanto, determinar se essa ligagdo sera do tipo 43 ou
40. Para facilitar a interpretacdo do tipo de ligagdo entre as unidades, superior e
inferior, Hor et al. (1995) afirmam que o posicionamento do hidrogénio H-2(F) entre
4,37 e 5,04 ppm indica uma ligagao do tipo (4—8), o que pode ser observado para
essa substancia é exatamente um valor de 6 4,96, obedecendo essa regra. Soma-se
a essa regra o dado da proporgcao dos rotameros, com uma conformagao dominante,
caracteristica de ligagao do tipo (4—8). Dessa forma, a substancia V possui uma
configuragdo do tipo 2R,3S e 2R’ 3S’, para as unidades superior e inferior,
respectivamente. A configuragédo absoluta sé podera ser totalmente confirmada com
a determinacdo através de dicroismo circular. Entretanto, Petereit (1992) isolou e
identificou essa substancia com dados de dicroismo circular. Por comparagao entre
os dados obtidos nesse trabalho e o da substancia V, pode-se afirmar que a mesma

trata-se da procianidina Bs (fig.29), catequina-(4o—8)-catequina.
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Figura 28 — Espectro COSY de "H/'H da substancia V acetilada (300 MHz;
CDCls; relativo para TMS)
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Figura 29 — Estrutura da substancia V, catequina (4a—8)-catequina

(procianidina Bs3)

4.2.2.5 Substancia VI — Catequina-(4a—8)-epicatequina (Procianidina By)

A substancia VI apresentou no espectro de massas pico do ion pseudo-
molecular [M+Na']'= 1021,3 (fig.30) caracteristico de substancias diméricas
acetiladas de catequina/epicatequina.

Para a substancia VI, o espectro de '"H RMN em CDCl; (fig.31) novamente
apresentou dados representativos de um composto fendlico do tipo tanino
condensado dimérico. Os dados de deslocamento (6 em ppm), multiplicidade e

constante de acoplamento podem ser observados na tabela 11.
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Tabela 11 — Dados de 'H RMN da substancia VI acetilada (300 MHz; CDClj relativo

para TMS)
Hidrogénio 5 (ppm) K 'zg::z;“ra Multiplicidade J (Hz)

H-4.x (F) 2,72 -278 2x2,91

H-4eq (F) 3,02 2 x 2,91 dd 32‘/ Hoga = 171

JHeg-Hax = 5,4

H-4 (C) 4,53 4,52 d *Jhans = 9,6
H-2 (C) 4,82 4,85 d *Jho-H3=9,9
H-2 (F) 5,01 5,01 s *Jho-ta < 1
H-3 (F) 5,21 5,18 m 3 hane < 1
H-3 (C) 5,71 5,67 t* >J=19,5
H-6 (A) 6,53 6,52 d *Inens =24
H-8 (A) 6,58 6,55 d *nsre = 2,4
H-6 (D) 6,63 6,60 s

H-(B e E) 6,85-7,30** | 6,85-7,30

* pseudo-tripleto (teoricamente dd); **Ueffing, 1988; *** parcialmente encoberto pelo CDCI;
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Os hidrogénios alifaticos da unidade inferior H-4.4(F) e H-4¢(F) apresentam-
se com deslocamentos em & 2,76 e 3,02 ppm, respectivamente, sendo os
hidrogénios mais protegidos da molécula. O hidrogénio alifatico H-4(C) do
mondmero superior apresenta-se em campo menos protegido, & 4,53 ppm. A
constante de acoplamento do hidrogénio H-3(C) com o hidrogénio H-4(C) é grande e
de Jn3-na = 9,6 Hz. O acoplamento entre os hidrogénios H-2(C) e H-3(C) possui uma
constante de 9,9 Hz. Esses dados referentes aos hidrogénios alifaticos da unidade
superior, estabelecem uma configuragdo relativa do tipo 2,3-trans, 3,4-trans. Os
hidrogénios alifaticos da unidade inferior, H-3(F) e H-2(F), apresentam
deslocamentos em &6 5,21 e 5,01 ppm, respectivamente. Os mesmos apresentam
uma constante de acoplamento inferior a 1 Hz, confirmando a configuracéo relativa
2,3-cis e 3,4-cis, para a unidade inferior. No espectro de RMN 2D ('H/'H COSY -
fig.32), pode-se observar a correlacdo de todos esses hidrogénios alifaticos. Os
hidrogénios da regido aromatica apresentam-se como nos derivados monoméricos,
catequina/epicatequina, com dois sistemas do tipo AMX. Porém, nao foi possivel
determinar os deslocamentos e as constantes de acoplamento de todos os
hidrogénios, pertencentes ao sistema AMX dessa substancia. Assim, apesar das
dificuldades encontradas, foi possivel, através do espectro de 'H/'"H COSY (fig.32),
estabelecer a correlagao entre o H-2(C) com H-2’(B), bem como estabelecer o valor
de 8,4 Hz para a constante de acoplamento dos hidrogénios H-5" dos anéis B e E,
sem ter sido possivel, no entanto, estabelecer a ordem. Os hidrogénios do anel A, H-
6(A) e H-8(A), aparecem em 4 6,53 e 6,58 ppm, respectivamente, com constante de
acoplamento idéntica e igual a Jus.vs= 2,4 Hz, enquanto que o hidrogénio H-6(D), em

5 6,63 ppm, apresenta-se como um singleto.
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De acordo com Fletcher et al. (1977), Hemingway et al. (1982) e Kolodziej
(1989), o deslocamento dos hidrogénios do anel A estdo de acordo com uma
configuragédo do tipo 4S. No entanto, pelo fato da configuragao relativa da unidade
superior ser do tipo 3,4-trans e uma configuragcdo absoluta 2R,3S, ndo existe a
dificuldade em afirmar a configuragdo absoluta da substéncia na posicao 4, e
portanto, determinar se essa ligagao sera do tipo 43 ou 4a. Como observado na
substancia V, o posicionamento do hidrogénio H-2(F) entre 4,37 e 5,04 ppm indica
uma ligacdo do tipo (4—8) (HOR et al., 1995), o que pode ser observado para essa
substancia é exatamente um valor de & 5,01. Dessa forma, a substancia VI possui
uma configuragdo do tipo 2R,3S e 2R’,3R’, para as unidades superior e inferior,
respectivamente. A configuragédo absoluta sé podera ser totalmente confirmada com
a determinagédo através de dicroismo circular. Essa substancia ja foi isolada e
identificada por Ueffing (1988) a partir de Tilia sp. apresentando os dados de
dicroismo circular. Por comparacédo entre os dados obtidos neste trabalho e o da
substancia VI, pode-se afirmar que a mesma trata-se da procianidina B4 (fig.33),

catequina-(40—8)-epicatequina.
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Figura 32 — Espectro COSY de "H/'H da substancia VI acetilada (300 MHz;
CDCls; relativo para TMS)
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Figura 33 — Estrutura da substancia VI, catequina-(4a—8)-epicatequina

(procianidina By)

Os dados constantes em literatura, até o momento, apresentaram sempre e
de forma indireta, a presenca de catequina e epicatequina como substancias
fendlicas maijoritarias, sem no entanto terem sido isoladas e identificadas como
foram nesse trabalho, sendo assim a primeira vez que as mesmas foram
confirmadas com dados espectroscopicos. Dimeros de taninos condensados como
as procianidinas By, B; e B4, apesar de ja terem sido isoladas e identificadas de
diferentes fontes naturais como por exemplo em: Cistus incanus L.; Tilia sp;
Guazuma ulmifolia Lam. (UEFFING, 1988; PETEREIT, 1992; GALINA, 2003), ndo
haviam sido isoladas e identificadas em Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke.

Marx (1990) infere a presencga de provaveis dimeros de taninos condensados
através da interpretacdo de um cromatograma obtido por CLAE. Assim, estabelece-
se como sendo a primeira vez que essas substancias sdo descritas a partir dessa

fonte vegetal.
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4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os métodos empregados no doseamento de extratos e o estabelecimento de
um fingerprint por CLAE sao fundamentais na padronizagdo de extratos vegetais
(STICHER et al., 1998). Os métodos farmacopéicos e o doseamento de grupos de
substancias para drogas vegetais, no entanto, sdo comuns de serem encontrados
em farmacopéias (STICHER et al., 2000).

Assim, procurou-se tracar um perfil cromatografico para caracterizagao e
quantificacdo das substancias padrdes (catequina e epicatequina) presentes na
fracdo semipurificada EPA.

Apds algumas tentativas no desenvolvimento com diferentes sistemas
eluentes, selecionou-se um gradiente entre metanol e acido acético 5 % (tab.2,
p.60). De acordo com as condigdes cromatograficas descritas na seg¢do 3.5.5.1

(p.60), obteve-se o cromatograma (fig.34) como resultado da analise da fragdo EPA.
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Figura 34 — Cromatograma da fragdo EPA contendo catequina (1), epicatequina (2) e
cafeina (3)
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Observando o cromatograma da fracado EPA, pode-se considerar que ocorreu
uma boa separagado das substancias com um tempo total de 15 min por injecédo. As
substancias catequina e epicatequina apresentaram tempo de retencao de 6,17 e
8,85 min, respectivamente. Comparando esses dados com o cromatograma da
solucdo contendo padrao externo de catequina e epicatequina, observa-se uma
coincidéncia nos tempos de retencdo de ambos os padrdes. Dessa forma torna-se
possivel avaliar o teor dessas substancias na fragao EPA.

A curva de calibragcao foi obtida relacionando-se as areas dos picos das
substancias padréoes com suas respectivas concentragdes, utilizando-se o método
descrito na secao 3.5.5.2 (p.61). As figuras 35 e 36 mostram os picos das
substancias padrdes, catequina e epicatequina, com os respectivos intervalos de

confianca.
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Figura 35 — Curva padrao de epicatequina
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Figura 36 — Curva padrao de catequina

O coeficiente de correlagdo encontrado para a substancia catequina foi de
R?= 0,9977, com a equacao da reta (y= ax + b) sendo y=138036,6.x —26432,5. Para
a epicatequina os valores encontrados foram: R?*= 0,9975 sendo a equac&o da reta
y=296653,3.x — 12455,2.

Assim, com base nos resultados obtidos com a analise da fracao EPA e
aplicando-se a equacgao da reta para as respectivas substancias, péde-se calcular a
quantidade de catequina e epicatequina presente na referida fragdo, e na droga
vegetal. Para cada 100 g de fragdao EPA, aplicando-se as equacgdes da reta para
catequina e epicatequina, respectivamente, obtém-se 12,6 g de catequina e 8,55 g
de epicatequina. Relacionando-se para 100 g de droga vegetal, nessa € possivel

estimar cerca de 869,4 mg de catequina e 589,0 mg de epicatequina.



142

Através do cromatograma da fragdo EPA (fig.34) tornou-se possivel a
caracterizagdo da substancia cafeina. Com a utilizacdo de padrao externo,
confirmou-se ser o pico de n° 3 o correspondente a cafeina, apresentando tempo de
retencdo de 11,92 min.

As subfracdes F#5 e F#8, de onde isolaram-se e identificaram-se as
substancias catequina e epicatequina, também foram analisadas por CLAE. A
subfracdo F#5, foi analisada por comparacdo entre os tempos de retengdo das
substancias padroes e os tempos de retencdo dos picos das substincias no
cromatograma (fig.37). Para essa analise ndo houve adicdo de padrao externo, e os
tempos de retengao observados foram de 6,09 e 9,01 para catequina e epicatequina,

respectivamente.
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Figura 37 — Cromatograma da subfracao F#5: (1) catequina; (2) epicatequina

Assim como na fragcdo EPA, a subfragcdo 8 foi analisada comparando-se os
dados obtidos no cromatograma (fig.38), com o cromatograma da solu¢ao contendo

padrao interno de catequina e epicatequina (fig.39 e 40).
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Figura 38 — Cromatograma da subfragdo F#8 (1) catequina e (2) epicatequina
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Figura 39 — Cromatograma com padréo interno de catequina
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Figura 40 — Cromatograma com padréo interno de epicatequina
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Finalmente, analisou-se a subfragdo F#9 da qual foram isolados e
identificados trés dimeros de taninos condensados. Observaram-se os tempos de
retencao de 4,56, 5,54 e 6,78 min para as procianidinas B3, B4 e B, respectivamente
(fig.41). Esses resultados, podem confirmar o proposto por Lea (1980) e Marx
(1990), que considera os menores picos, com tempos de retengao entre 0 e 10 no

cromatograma por CLAE, para o guarana, como sendo de procianidinas diméricas.
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Figura 41 — Cromatograma da subfragdo F#9 contendo procianidinas B3 (1),

B4 (2) e B2 (3)

A concentracdo dessas substancias na subfracdo F#9 foi realizada baseado
na concentragédo de catequina e epicatequina relacionado com a equagao y= ax + b.
A concentracdo obtida foi de 0,169, 0,29 e 0,043 mg/ml para as substancias B3, B4 e

B., respectivamente.
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CAPITULO 2

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE,
MICROBIOLOGICA E TOXICOLOGICA
(AGUDA E SUBCRONICA)
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Segundo Machlin e Bendich (1987), os radicais livres s&o moléculas
altamente reativas que podem causar lesdes teciduais ao reagirem com os acidos
graxos polinsaturados das membranas celulares, os nucleotideos do DNA e as
pontes sulfidrilas de proteinas. Esses radicais, no entanto, sédo originarios de
reagcdes metabdlicas normais do organismo. Existem evidéncias de que contribuem
para a etiologia de muitas moléstias cronicas como enfisema, processos

inflamatdrios, artrites, problemas cardiovasculares, catarata e cancer.

Nas ultimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer o
papel dos radicais livres no processo normal do envelhecimento, tendo em vista o
interesse da industria farmacéutica, alimenticia e cosmética em novas substancias
antioxidantes (CUENDT et al., 1997, FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MITTLER,

2002; HOSTETTMAN et al., 2003; NEGRO et al., 2003).

Na verdade, radical livre ndo € o termo ideal para designar os agentes
reativos patogénicos, pois, como sdo em sua maioria derivados do metabolismo do
O,, pode-se utilizar a seguinte designagao aos radicais livres: "espécies reativas do
metabolismo do oxigénio" (ERMO). As ERMO sao encontradas em todos os
sistemas biolégicos. Em condic¢des fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o O3
sofre reducdo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons, resultando na
formagdo de H,O. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos,

como os radicais superéxido (Oz”), hidroperoxila (HO;) e hidroxila (OH’), e o
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peréxido de hidrogénio (H20O;). Normalmente, a redugdo completa do O, ocorre na
mitocondria, e a reatividade das ERMO é neutralizada com a entrada dos quatro
elétrons (FERREIRA, 1997). Os processos oxidativos podem ser evitados através da
modificacdo das condicdes ambientais ou pela utilizacdo de substancias
antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das

reacOes oxidativas (ALLEN; HAMILTON, 1983).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992; MELLO; SANTOS,
2001), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagao do processo
oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela agao destes antioxidantes, séo
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por
estas substancias (NAWAR, 1985). As substancias fendlicas e alguns derivados séo,
portanto, eficazes para prevenir a oxidagao lipidica; entretanto, poucas sao as
permitidas para o uso em alimentos, devido principalmente a sua toxicidade

(SHAHIDI et al., 1992).

Devido a modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
ser um iniciador importante da aterogénese (STEINBERG et al., 1989;
STEINBRECHER et al., 1990), varios autores utilizaram o modelo de oxidag&o de
LDL in vitro para verificar o potencial antioxidante de acidos fendlicos. Alguns deles,
como o caféico e o clorogénico, apresentaram um elevado poder antioxidante neste
sistema, sendo comparado ao poder encontrado para as vitaminas E, C e B-caroteno

(SOARES, 2002).
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1.2 ASPECTOS BIOLOGICOS

1.2.1 Atividade antibacteriana

Entre as varias atividades bioldgicas referentes as substancias fendlicas, a
atividade antibacteriana € uma das que desperta maior interesse entre os
pesquisadores devido ao aumento das infecgdes bacterianas nas populagdes, com
aumento da resisténcia frente aos antibioticos atuais.

Taninos e compostos fendlicos vém sendo amplamente reconhecidos por
possuir alto potencial antibiético, afirmacdo esta que confirma o uso de plantas
medicinais ricas em polifendis como drogas com efeito anti-séptico (KOLODZIEJ et
al., 1999).

A toxicidade dos taninos para com o0s microorganismos tem sido bem
documentada com estudos envolvendo varios campos de pesquisas, entre eles:
alimentos, plantas, solos, patologia de plantas, farmacologia e nutricdo humana e
animal (SCALBERT, 1991).

Diversos estudos tém sido realizados com plantas, que possuem substancias
fendlicas, visando a descoberta de novos farmacos com propriedades
antimicrobianas e antifungicas, como por exemplo os trabalhos realizados por
Simeray et al. (1982), Baldé et al. (1990), Kasai et al. (1992), Scholz (1994), Navarro
et al. (1996), Foo et al. (2000), Akiyama et al. (2001), Ho et al. (2001), Toledo (2002),

Galina (2003), entre outros.
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1.2.2 Atividade farmacologica e toxicolégica

Os efeitos biolégicos dos compostos fendlicos dependem de trés
propriedades essenciais: formacdo de complexos com proteinas, formacdo de
guelatos com ions metais e capacidade redutora (SANTOS-BUELGA, 2000).

Varios trabalhos farmacolégicos foram desenvolvidos com o guarana, tendo
em vista o interesse em se confirmar alguns dos varios efeitos atribuidos a essa
planta.

Sanches et al. (1999) e Otobone et al. (2001) testaram o extrato bruto (EB) e
semipurificado (EPA) das sementes de guarana quanto a possivel atividade
antidepressiva em ratos tratados cronicamente e expostos ao modelo experimental
do nado forgado.

Galduréz e Carlini (1994) verificaram os efeitos agudos do p6 de guarana
sobre a cogni¢ao, ansiedade e sono em voluntarios normais com idade entre 20 e 35
anos utilizando estudos duplo cego.

Mattei et al. (1998) realizaram testes comportamentais em ratos e
camundongos, ndo sendo observado nenhum efeito sobre a atividade motora e
sobre o efeito hipndtico do pentobarbital.

Bydlowski et al. (1988 e 1991) testaram in vivo e in vitro o extrato aquoso de
Paullinia cupana em termos de efeitos sobre a agregacgao plaquetaria.

Entre os varios usos populares, o guarana € usado como ténico e estimulante
das fungdes cerebrais, e estas propriedades foram parcialmente confirmadas com o

estudo realizado por Espinola et al. (1997).
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Miura et al. (1998) também investigou a acao ténica do extrato aquoso de
guarana em camundongos normais, exercitados e glicogenoliticos induzidos por
epinefrina.

Estudos toxicolégicos com plantas também tem merecido interesse por parte
dos pesquisadores, entre os quais podem-se citar os trabalhos desenvolvidos por

Fonseca et al. (1994), Santa Maria et al. (1998), Rebecca et al. (2002 e 2003).
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2. OBJETIVOS

Esse capitulo do trabalho teve por objetivos:

5. Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos, subfracdes e substancias
isoladas de Paullinia cupana.

6. Avaliagcdo microbiolégica do extrato bruto (EBPC), das fragdes semi-
purificadas: fragdo EPA e fragdo aquosa (FAQ) e substancias puras.

7. Avaliagao toxicolégica aguda e subcrénica da fragado EPA em roedores.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos EBPC, FAQ, EPA e FAC, assim como de
algumas subfragcbes e substancias isoladas (F#2c, F#5.2 e F#5.3), foi avaliada por
cromatografia em camada delgada (CCD), (cap.1, secédo 3.5.2, p.58), tendo como
sistema eluente butanol:acido acético:agua (3:1:1) (CUENDET et al., 1997).
Nebulizou-se o cromatograma com solugcéo de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) a
0,2% em metanol. Aplicaram-se 100 ug dos extratos e subfragbes e 10 ug das
substancias isoladas e padrées. Os padroes utilizados foram quercetina, acido

galico, rutina e astilbina.

3.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.2.1 Avaliagao microbiolégica

A atividade antibacteriana dos extratos EBPC, FAQ, EPA e substancias puras
(F#2c, F#5.2 e F#5.3) de Paullinia cupana, foi observada in vitro, pelo Método de
Diluicdo (WOODS; WASHINGTON, 1995), contra cepas do American Type and
Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus aureus (25923), Bacillus subtilis

(6623), Escherichia coli (25922) e Pseudomonas aeruginosa (15442).
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3.2.1.1 Padronizagao da suspensao bacteriana

A partir de uma cultura bacteriana de 24 h em caldo Mueller-Hinton (CMH),
padronizou-se a suspensao bacteriana adicionando gotas desta cultura em um tubo
contendo solugao salina estéril, até a obtengdo de uma turvagao igual a encontrada
na escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 102 UFC/ml).

Realizou-se, apds, uma diluicdo 1/10 em tubo eppendorf, para obter-se uma

suspensdo de 10" UFC/ml, cujo inéculo foi empregado no ensaio microbioldgico.

3.2.1.2 Determinagdo da concentracao inibitoria minima (CIM) através do

método da diluicdo em placas

As amostras a serem testadas foram solubilizadas em dimetilsulfoxido
(DMSO) preparando-se uma solugdo estoque de 20 mg/ml. Em seguida foram
diluidas (1:10) em caldo Mueller-Hinton, obtendo-se uma solugdo 2 mg/ml (Solugéo
Teste — ST).

Em uma placa de 96 pogos pipetou-se um volume de 100 pul de caldo Mueller-
Hinton em cada pocgo, sendo em seguida adicionado um volume de 100 ul de ST aos
pocos da primeira fileira, obtendo-se uma concentragéo inicial de 1000 pl/ml.

Realizou-se, em seguida, diluigdes seriadas, homogeneizando e transferindo
100 pl da primeira fileira até a sétima fileira, resultando nas respectivas
concentragbes de: 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,625 pug/ml. A oitava fileira de
pocos foi utilizada como controle da bactéria, contendo somente caldo Mueller-

Hinton e suspensao bacteriana.
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Figura 42 — Preparo da placa de 96 pogos

A todos os pogos foram adicionados 5 ul da suspensédo de microorganismos
padronizada, e em seguida a placa foi incubada a 37 °C durante 24 h.

A concentragdo inibitoria minima foi determinada como sendo a menor
concentragdo da fragdo capaz de inibir o crescimento microbiano in vitro. Essa
inibicao foi confirmada pela adi¢ao de 20 ul de TTC (solugdo aquosa de cloreto de
2,3,5-trifenil tetrazdlico a 2%), facilitando a visualizagdo por colorir de vermelho a
suspensao nos pogos com crescimento bacteriano.

Em paralelo realizou-se controle com antibacterianos classicos. Utilizou-se os
seguintes antibiéticos de referéncia: | - Penicilina para Staphylococcus aureus; Il -
Vancomicina para Bacillus subtilis e Wl - Tetraciclina para Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa.

Com a penicilina preparou-se uma solugdo de 5 mg/ml (solugédo A), em
seguida essa solugao foi diluida 1/100 (solugdo B). A solugdo B foi novamente

diluida 1/10 em CMH. Ao primeiro pogo da microplaca contendo 100 ul de CMH foi
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adicionada 100 pl dessa ultima solugao, obtendo-se entdo uma concentragao de 2,5

ug/ml.

A vancomicina e a tetraciclina foram preparadas diluindo-se 5 mg das
respectivas drogas em 100 ul de agua destilada (solugdo A), essa foi diluida 1/100 e
novamente diluida 1/10 em CMH. Ao primeiro pogo da microplaca contendo 100 pl
de CMH foi adicionada 100 ul dessa ultima solugdo, obtendo-se entdo uma

concentragao de 25 pg/ml.

3.2.2 Avaliagao toxicologica pré-clinica

Os testes toxicoldgicos pré-clinicos agudo e subcrbénico da fragdo EPA de
Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, foram realizados com animais
adquiridos no Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa.

O Biotério Central mantém cadastro no Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e é certificado junto ao Conselho Regional de Medicina Veterinaria.

Para o teste agudo foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus
musculus) com 45 dias e peso individual médio aproximado de 35 g. Para o teste
subcrénico foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar (Rattus novergicus),
também com 45 dias e peso individual médio aproximado de 220 g.

Os testes toxicoldgicos seguiram os procedimentos descritos por Brito (1994),

Brasil (1996) e Zaupa et al. (2000).



156

3.2.2.1 Aspectos éticos

Para a realizagdo da avaliagao toxicologica, padronizou-se os procedimentos
segundo os aspectos pertinentes a ética na experimentagdo animal, de acordo com
a Legislacdo e Etica do Colégio Brasileiro em Experimentacdo Animal (COBEA —
1991).

Foi apresentado ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
dessa Instituicdo, projeto de pesquisa para avaliagao e aprovagao dos trabalhos
realizados com animais.

O parecer do CEEA favoravel ao trabalho apresenta-se sob n° 039/03

(ANEXOS).

3.2.2.2 Teste agudo

Camundongos machos Swiss, previamente pesados, foram separados em
grupos de maneira a ndo apresentarem diferengas estatisticas no peso no inicio do
teste. Os grupos constituiram-se em controle e teste com 10 animais cada, mantidos
em caixas de polipropileno (5 animais/caixa), devidamente identificadas.

Os grupos teste receberam administragdo aguda da solucao teste EPA, por
via oral e intraperitoneal, nas doses de 5,0, 2,5 e 1,0 g/kg e 2,5, 1,5, 1,0, 0,5 e 0,1
g/kg, respectivamente, e os grupos controle receberam agua. Para a administragéao
oral (gavage) utilizou-se uma agulha recurvada com ponta arredondada e para a
administragao intraperitoneal foi utilizado agulha de insulina. Os camundongos foram

observados logo apés a administracao e diariamente durante 14 dias, avaliando-se a
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evolugcao ponderal no 1°, 7° e 14° dia. Os animais foram, ao final do experimento,
sacrificados com éter. Os 6rgaos: rins, coracao, figado e pulmdes foram retirados,

pesados e avaliados quanto a possiveis anormalidades macroscoépicas.

3.2.2.3 Teste subcronico

Ratos machos e fémeas Wistar foram pesados e divididos em grupos, por
sexo, e de forma a nao apresentarem diferengas estatisticas com relacdo ao peso
entre eles. Separou-se em um grupo controle e trés grupos teste, de 15 animais
cada, sendo mantidos em grupos de 5 em caixas de polipropileno identificadas.

Cada animal recebeu, diariamente, por um periodo de 90 dias, administragao
de agua ou da solucédo teste nas doses de 30, 150 e 300 mg/kg por via oral
(gavage). Os animais foram observados diariamente com relagdo ao comportamento
e pesados semanalmente. Todos os animais receberam ragdo e agua a vontade
durante o periodo de tratamento.

No ultimo més de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
campo aberto (open-field) (secado 3.2.2.4) e realizou-se a coleta de urina (segéo
3.2.2.5.1) para exames fisico, quimico e de sedimentoscopia (se¢ao 3.2.2.6.1).

Ao término do tratamento, os animais foram sacrificados por decapitagéo,
recolhendo-se 0 sangue (segédo 3.2.2.5.2) para analise hematoldgica e bioquimica
(secédo 3.2.2.6.2). Coragao, rins, figado e pulmdes foram removidos imediatamente
ap6s o sacrificio, pesados e encaminhados para analise histopatoldgica (secgéo

3.2.2.7).
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3.2.2.4 Teste do campo aberto (open-field)

O teste do campo aberto (open-field) seguiu o método descrito por Carlini
(1986), constituindo-se de uma caixa circular de madeira de 76 cm de raio com
paredes de 49 cm de altura. O piso da caixa é quadriculado, dividindo o campo em 4
partes centrais e 8 partes periféricas. A iluminacao é feita por uma lampada quente
(100 W) colocada acima do centro da caixa.

Cada animal, individualmente, foi colocado no centro da caixa, em um
quadrado previamente determinado, e seu comportamento foi observado durante 5
min. Toda vez que o animal entrou em um novo quadrado, registrou-se o evento.
Além da atividade locomotora (ambulagao), foram avaliados o niumero de vezes que
o animal se apodia nas patas traseiras assumindo posi¢cao vertical (levantamento),
numero de vezes que o0 animal realiza auto-limpeza e indices de emocionalidade

como micgao e defecacgao.

3.2.2.5 Coleta de material para analise laboratorial

3.2.2.5.1 Coleta de urina

Apods 60 dias de tratamento com a solugao teste EPA, procedeu-se o inicio da
coleta de urina dos animais. Utilizaram-se gaiolas metabdlicas cilindricas de ago
inox, contendo uma parte superior onde colocou-se 0 animal e uma parte inferior em
formato de funil, por onde foi recolhido o material em frasco de vidro colocado na

ponta do funil (fig.43)
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Os animais foram, individualmente, colocados nas gaiolas metabdlicas, e
deixados por 24 h, com ragao e agua a vontade. O material recolhido foi enviado ao

laboratdrio para as analises.

3.2.2.5.2 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada em dois tubos de ensaio: um contendo EDTA
(acido etilenodiaminotetracético) como anticoagulante (tubo A) e outro tubo seco
para separacgao do soro (tubo B).

O sangue coletado em tubo com EDTA (tubo A) foi, novamente, subdividido
em dois, um para o hemograma (A1) e o outro para a dosagem de glicose (A2).

Os tubos A2 e B foram centrifugados para a realizacdo das dosagens

bioquimicas.
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Figura 43 — Gaiola metabdlica
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3.2.2.6 Analise laboratorial

Os exames laboratoriais foram realizados pelo Laboratério Cedlab, Maringa,
Pr, e apresenta certificagcdo do Programa Nacional de Controle de Qualidade da

Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (ANEXQOS).

3.2.2.6.1 Analise da urina

O exame parcial de urina foi realizado através da utilizacdo de tiras reativas e
a bacterioscopia foi através da coloracdo de Gram do sedimento obtido apés
centrifugacdo. As reagdes positivas nas tiras foram confirmadas com reagdes
bioquimicas qualitativas.

Foram realizados exames fisico (volume, cor, aspecto, depdsito, pH e
densidade), quimico (proteina, cetonas, urobilinogénio, glicose, hemoglobina e
nitrito), de sedimentoscopia (células epiteliais, leucdcitos, hemacias, cristais,

cilindros e filamentos de muco) e bacterioscopia.

3.2.2.6.2 Analise do sangue

O hemograma foi feito em contador automatizado e a contagem diferencial foi

realizada apds coloragdo do esfregaco com corante Leishman. Foi verificado

eritrograma, leucograma e plaquetas.
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As dosagens bioquimicas foram realizadas com kits comerciais através de
reagdes enzimaticas-colorimétricas (glicose, colesterol total, triglicérides, uréia e
acido urico), colorimétricas [creatinina, transaminase glutdmico piravica (TGP),
bilirrubinas direta, indireta e total e albumina] ou cinéticas (amilase e fosfatase

alcalina).

3.2.2.7 Analise histopatologica

Essa anadlise foi realizada no Laboratério de Patologia, Departamento de
Analises Clinicas, da Universidade Estadual de Maringa.

Os procedimentos histopatoldgicos foram realizados conforme as técnicas de
rotina descritas por Montenegro e Franco (1992) e Mikel (1994). Apés a visualizagao
do conjunto, os érgaos-alvo foram removidos, dissecados, pesados e analisados
quanto ao aspecto macroscopico.

Em seguida, os o6rgaos-alvo foram seccionados e submetidos a etapa de
fixagdo por um periodo de 12 a 16 h, com utilizacdo de solugdo de formol a 10%
tamponado. Apéds a fixacdo, os érgaos foram desidratados progressivamente em 5
banhos de alcool etilico (70 °GL, 80 °GL, 96 °GL, etanol absoluto’, etanol absoluto?),
permanecendo por 1 h em cada banho. Imediatamente apds a desidratacao, foi
iniciada a etapa da diafanizagcédo, onde os 6rgaos foram submetidos a dois banhos
de xilol (no primeiro banho é necessario deixar o 6rgao mergulhado por 2:30 h; no
segundo banho deixa-se o 6rgdo mergulhado até a diafanizagao).

Uma vez diafanizado, esses 6rgaos foram submetidos a dois banhos de

parafina no interior da estufa, a uma temperatura de 65 °C. A passagem dos érgaos
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em cada banho ocorreu em intervalos de 2 h. Apds a impregnacao pela parafina,
foram emblocados e deixados a temperatura ambiente durante 72 h para que
ocorresse sua solidificagao, formando assim um bloco contendo um érgéao-alvo.

Apds o emblocamento, foi realizada a etapa de microtomia, com auxilio de um
micrétomo rotativo. Cada 6rgao emblocado foi submetido a cortes histolégicos de 5
um de espessura. Esses cortes foram distendidos em banho histologico (40 °C) e
colhidos na superficie de uma lamina mergulhada diagonalmente dentro do banho.
As laminas contendo os cortes histoldégicos foram submetidas a uma bateria de
coloracdo de rotina, hematoxilina e eosina (H.E.). Essa bateria consiste de remogéo
da parafina pelo xilol, hidratacdo e desidratagdo progressiva em banhos de alcool,
corados em banhos contendo solugao de H.E., diafanizados em banhos de xilol e
finalmente montadas as laminas permanentes, sob laminula com Balsamo do
Canada.

As laminas permanentes, foram analisadas através de microscopia Optica

(aumento 4 a 40x).

3.3 AVALIACAO ESTATISTICA

Para o calculo da DLsg utilizou-se o método proposto por Miller e Tainter,
realizando-se calculos matematicos, determinando-se também o desvio padréo
(ZANINI; OGA, 1994). Os calculos matematicos foram realizados relacionando-se
Log da dose e probito, aplicando-se as equagdes (4) e (5) que relacionam b e a da

reta de regresséao.



154

zxy_ZX-Zy
b= L (4)
2_(ZX)2
2 X »
a=y-bx (5)

Onde: x = Log dose
y = probito

n = n° de grupos de animais

Empregou-se a analise de varidancia (ANOVA) de uma via para os testes
toxicologicos (agudo e subcrénico), seguida do teste de Duncan. As freqiéncias das
ocorréncias histopatolégicas foram avaliadas pelo teste exato de Fisher. O nivel de
significancia aceito foi de p < 0,05 para todos os experimentos.

Essas analises foram realizadas através do programa estatistico

STATISTICA®, verso 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Plantas ricas em taninos séao empregadas na medicina tradicional como
remédios para o tratamento de diversas moléstias organicas.

Estudos recentes mostram que varios taninos atuam como captadores de
radicais livres, portanto, seriam substancias que apresentariam o poder de proteger
0 organismo contra os efeitos degenerativos desses metabdlitos tdéxicos (CARLINI,
1995; MELLO; SANTOS, 2001).

Utilizando-se o método descrito na seg¢ao 3.1 (p.138), foi realizado com o
guarana, teste para a verificagdo de uma possivel atividade antioxidante.

Os resultados, como demonstrado na figura 44, apresentaram-se positivo
para os extratos (1- EBPC; 2- FAQ; 3- FAC; 4- EPA), as subfragdes (5- F#5; 6- F#6;
7- F#7; 8-F#8; 9-F#9) e as substancias isoladas e identificadas como substancias
fendlicas (11- epicatequina; 12- catequina), na concentragdo de 100 ug/ml para os
extratos e subfragdes e 10 ug/ml para as substancias isoladas, apresentando
visualmente uma maior intensidade de atividade quando comparada com os padrbes

(13- quercetina; 14- rutina; 15- acido galico; 16- astilbina).
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Figura 44 — Cromatograma da atividade antioxidante do guarana

(gel de silica F2s4; Butanol:acido acético:agua; 3:1:1; DPPH a 0,2%)

Comparando-se o resultado obtido nesse teste de atividade antioxidante
realizado com o guarana, com trabalhos utilizando-se plantas que apresentam
substancias fendlicas, pode-se dizer que 0 mesmo apresenta-se com resultados
dentro do esperado para plantas com esse tipo de metabdlito secundario. Segundo
Hostettmann (2003) as substancias fendlicas sdo, na maioria dos casos,
responsaveis pelo resultado obtido, podendo ser, futuramente, alternativa na busca
de medicamentos para as doengas degenerativas.

Yoshizawa et al. (1987) e Figueira et al. (2002) realizaram estudos com
extratos de cha verde, que apresenta a (-)—epigalocatequina galato como o principal
constituinte polifenol, e demonstraram a atividade antioxidante desse extrato. De
acordo com o radical substituinte da molécula da substancia fendlica, esta apresenta

um mecanismo diferente de agcao antioxidante (GRASSMANN et al., 2002).
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Ainda de acordo com o cromatograma acima, observa-se que o resultado
apresentou-se negativo para a substancia identificada como cafeina (n°® 10 no
cromatograma).

Alguns trabalhos relatam a atividade antioxidante dessa substancia (SHI et
al., 1991; DEVASAGAYAN et al., 1996), entretanto, o trabalho realizado por Lee
(2000) apresenta resultados que se contrapbe aos trabalhos anteriores. Segundo o
autor, a atividade antioxidante relatada anteriormente, sugere a cafeina como
composto antioxidante na concentragcao de milimolar, havendo poucas informacdes
disponiveis acerca da atividade antioxidante da cafeina e seus metabdlitos em
concentragbes fisiolégicas, que seria de micromolar. De acordo com dados
apresentados por Lee, o0 nivel sérico da cafeina em adultos ndo ultrapassaria 50
umol/l. Ainda, o autor aponta como tendo atividade antioxidante os metabdlitos da
cafeina (1-metilxantina e acido 1-metilurico).

No trabalho realizado com o guarana, foi utilizada a cafeina na concentragao
de 10 pug, equivalente a 0,051 umol, estando esse valor abaixo do considerado
relevante, sendo, portanto, um dos fatores responsaveis pelo resultado negativo

obtido nesse teste.

4.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os testes antimicrobianos foram motivados pelo fato de que plantas ricas em
taninos possuem agao bactericida, como pode ser observado na revisao de Scalbert

(1991).



158

Para a determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM), no presente
trabalho, utilizou-se uma técnica simples e de baixo custo que tém apresentado alto
potencial de utilizagao universal (TELLES; MOSCA, 2000).

Os resultados obtidos para a avaliagao da CIM em testes microbioldgicos com
as amostras teste de Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, frente as
bactérias Gram-positivas (B. subtilis e S. aureus) e Gram-negativas (E. coli e P.

aeruginosa), estao demonstrados na tabela 12.

Tabela 12 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) de extratos, fragées e substancias

isoladas das sementes de Paullinia cupana var. sorbilis, em ug/ml

Extratos e CIM (ug/ml)
substancias Atividade antibacteriana
puras S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
EBPC > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
FAQ > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
EPA > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
F#2c >100 > 100 > 100 >100
F#5.2 > 100 > 100 > 100 >100
F#5.3 > 100 > 100 > 100 >100

Tanto nesse trabalho, como no realizado por Holetz et al. (2002), considerou-
se que o extrato bruto (EBPC) e as fragbes semipurificadas (FAQ, EPA), com CIM
menor de 100 ug/ml, apresenta boa atividade antimicrobiana, de 100 a 500 ug/ml a
atividade antimicrobiana é moderada, até 1000 ug/ml foi considerada fraca atividade
e, acima de 1000 ug/ml, o extrato € dito inativo. Para as substéancias isoladas, a CIM

acima de 100 ug/ml é considerada inativa.
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Verifica-se na tabela 12 que os extratos, fragcbes e substancias isoladas de
Paullinia cupana var. sorbilis, testados in vitro, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana, nesse modelo experimental, frente a microorganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, considerando como parametros os valores citados por
Holetz et al. (2002).

A pesquisa sobre a atividade antimicrobiana encontra, muitas vezes, alguns
problemas devido a diversidade de técnicas e critérios empregados (RIOS et
al.,1988).

Utilizando-se da mesma metodologia e critérios de avaliagdo dos resultados
obtidos, Galina (2003) demonstrou que o extrato bruto das cascas de mutamba (com
teor de cerca de 5% em taninos) apresentou boa agao bacteriostatica frente a S.
aureus, atividade moderada para B. subtilis e, fraca atividade frente as bactérias
Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli), o que torna a metodologia valida para esse
tipo de avaliagédo, descartando, dessa forma, falha no modelo experimental adotado
para as analises antimicrobianas com o guarana.

Silva e Cechinel Filho (2002), mostraram que o extrato acetato de etila da
espécie Bauhinia splendens Kunth, apresentou CIM 400 ug/ml contra S. aureus.
Kolodziej et al. (1999) demonstraram que proantocianidinas extraidas da espécie
Hamamelis virginiana L. apresentaram CIM de 1000-2000 pg/ml, tanto para
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. A procianidina B,, isoladamente,
mostrou atividade antibacteriana com uma CIM de 1000 ug/ml para S. aureus, B.
subtilis e P. aeruginosa, e 2000 ug/ml para E. coli.

Verifica-se nos trabalhos citados anteriormente, que as CIM apresentadas
estdo elevadas quando comparadas aos valores determinados aos antimicrobianos

classicos e de acordo com o proposto por Holetz et al. (2002). Para o guarana nao
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foi determinado valores exatos, mas sim obtidos valores acima do considerado ativo
de acordo com Holetz et al. (2002), o que o torna inadequado quanto ao uso como
possivel farmaco antimicrobiano.

Tendo em vista esses resultados, ndo houve continuidade nos testes
microbiolégicos para a verificagdo da concentragao bactericida minima (CBM).

Em paralelo realizou-se um ensaio com antibacterianos classicos, como
descrito na segao 3.2.1.2 (p.139), tendo por finalidade o controle do processo, de
modo a se confirmar que as cepas utilizadas ndo eram resistentes. Os valores
obtidos estdo demonstrados na tabela 13 e foram comparados com dados da
literatura para a CIM dos antibidticos de referéncia (WOODS; WASHINGTON, 1995).

A literatura apresenta os seguintes resultados para os antibi6ticos: | — Penicilina: <

0,12 ug/ml, Il — Tetraciclina: < 4 pug/ml e lll — Vancomicina: < 4 ug/ml.

Tabela 13 - Concentracéo inibitéria minima controle com antibacterianos

CIM (ug/ml)
Antibiético Atividade antibacteriana
S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
Penicilina 0,00975 -- - -
Tetraciclina -- -- 0,78 3,125
Vancomicina - 0,09 - -

Com esses resultados pode-se confirmar que as cepas utilizadas ndo foram
resistentes, pois os valores encontraram-se dentro dos limites da literatura. Dessa

forma, foi validada a metodologia empregada para a avaliagéo da CIM.
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4.3 AVALIAGAO TOXICOLOGICA AGUDA

Estudos toxicolégicos pré-clinicos de extratos de plantas medicinais, torna-se
cada vez mais rotineiro entre as industrias de medicamentos fitoterapicos, em
atendimento as normas legais, que exigem estudos de eficacia e seguranca
(BRASIL, 2000).

O teste toxicoldgico agudo (DLsp) € uma avaliagéo estimativa e preliminar das
propriedades toxicas de uma substancia-teste, administrada em dose Unica ou em
varias doses em um periodo de 24 h (BRITO, 1994).

A DLsp da fragdo semipurificada EPA foi calculada com base no método
proposto por Miller e Tainter (ZANINI; OGA, 1994). Os valores empregados para os

calculos encontram-se na tabela 14.
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Tabela 14 - Efeito toxicoldgico agudo da fracdo EPA de P. cupana administrada por

v.0. € i.p. em camundongos

Dose Total Efeito Valor Log da
Grupo Probito

(mg/kg) mortos (%) corrigido (a) dose
1 5000 (v.o0.) 10 100 97,5 6,96 3,69
2 2500 (v.o.) 8 80 80 5,84 3,39
3 1000 (v.0.) 1 10 10 3,72 3
4 2500 (i.p.) 10 100 97,5 6,96 3,39
5 1500 (i.p.) 10 100 97,5 6,96 3,17
6 1000 (i.p.) 7 70 70 5,52 3
7 500 (i.p.) 1 10 10 3,72 2,69
8 100 (i.p.) 0 0 2,5 3,04 2

Os testes agudos realizados com o guarana produziram mortalidade em mais
de 50% da populagdo nas doses de 5,0 e 2,5 g/kg (v.0.) e 2,5, 1,5 e 1,0 g/kg (i.p.).
No entanto, nenhuma alteragdo comportamental aparente, nos animais
sobreviventes, foi encontrada durante os 14 dias de observacgao. A DLsg calculada foi
de 1,769 + 0,242 g/kg v.o. e de 0,593 + 0,097 g/kg i.p.

Quanto ao peso corporal, os animais nao apresentaram diferengas entre o
grupo controle e os grupos tratados (tab.15). O aumento ou diminuicdo do peso
corporal dos animais pode representar alteragdes fisioldgicas importantes, tais como:
hepaticas, hormonais ou mesmo nao absor¢cao de componentes como proteinas,
aminoacidos, entre outros.

Apods o periodo de 14 dias os animais foram sacrificados para a pesagem

(tab.16), e posterior analise macroscépica dos 6rgaos, sem, no entanto, terem
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apresentado qualquer tipo de alteracdo. Nos orgaos avaliados encontrou-se
diminuicao significativa no peso dos pulmdes dos camundongos tratados com a dose
de 0,1 g/kg, embora essa alteragao nao tenha ocorrido em outras doses.

Esse fato, porém, ndao chegou a comprometer o desenvolvimento dos
animais, demonstrando dessa forma, tratar-se, provavelmente, de uma variabilidade
bioldgica ocorrida nesse grupo de animais, uma vez que esse fato ndo ocorreu em

doses maiores.
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Tabela 15 - Evolugao ponderal de camundongos machos tratados agudamente com

fracdo EPA

Via Nin Dose Peso inicial Ns Peso 7 dias Peso 14 dias
10 5,0 g/kg 34,1+34 0 morte morte
10 2,5 g/kg 34,8+2,8 2 349+01 376+14

v 10 1 g/kg 35,6 +2,8 9 383+42  411+47
10 controle 35,6 +4,2 10 39,3+4,4  425+43
10 2,5 g/kg 37,2+2,9 0 morte morte
10 1,5 g/kg 36,1+4,8 0 morte morte

, 10 1,0 g/kg 37,614,7 3 41,316, 1 43,616, 1

P 10 0,5 g/kg 36,8+5,3 9 39,0+4,5 40,9+6,1
10 0,1 g/kg 34,045,6 10 38,645,8 41,859
10 Controle 34,613,3 10 38,3+3,9 39,9+4,2

ANOVA néo significante; Nj;=numero de animais por grupo no inicio do experimento; N.=numero de

animais sobreviventes

Tabela 16 - Peso dos 6rgaos
com fracao EPA

no teste agudo em camundongos machos tratados

Via N Dose Coragao Rins Figado Pulmoes Baco
(9/kg)
0 50 morte morte morte morte morte
2,5 0,23+0,09 0,67+0,04 266+0,11 0,33+0,02 0,22+0,01
vo.9 1,0 0,23 +0,07 0,73+0,09 2,81+0,43 0,37+0,08 0,22+0,09
10 Controle 0,22 +0,08 0,65+0,15 3,15+0,49 0,33+0,05 0,18 +0,06
0 25 morte morte morte morte morte
0 15 morte morte morte morte morte
ip. 3 1,0 0,21+0,04 0,71+0,10 2,54+0,44 0,32+0,05 0,22+0,10
9 05 0,26 +0,05 0,63+0,08 3,0+0,66 0,38+0,06 0,27 +0,06
10 0,1 0,23+0,08 0,67+0,11 3,32+0,6 0,30+0,07* 0,22+ 0,06
10 Controle 0,26 +0,06 0,61 +0,13 2,93+0,55 0,40+0,07 0,20+0,05

* estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguida pelo teste de Duncan - p<0,05);

N=numero de animais por grupo
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4.4 AVALIACAO TOXICOLOGICA SUBCRONICA

4.4.1 Evolugao ponderal e comportamental

Os estudos de toxicidade subcrénica fornece informagdes dos riscos para a
saude, quando da utilizagdo de uma dada substancia, principalmente por via oral,
por tempo prolongado e limitado (30 ou 90 dias) (BRITO, 1994). Esse teste fornece
informacgdes adicionais sobre 6rgaos-alvo e efeitos cumulativos da substancia teste.

Considerando que a populagéo utiliza o guarana (pd) diariamente, na dose de
1g/dia*, realizou-se estudo de toxicidade de doses repetidas, denominado toxicidade
subcrdnica, com a fragao EPA do guarana.

Durante o periodo de 90 dias de tratamento ndo houve mortalidade dos
animais. Observou-se, no entanto, diminuigdo no peso corporal dos machos tratados
com 150 e 300 mg/kg de EPA a partir do 21° dia até o 90° dia (fig.45), quando
comparado ao grupo controle. Nas fémeas nao foram observadas alteragbes
estatisticamente significantes na evolugao ponderal (fig.46).

Observou-se, também nas doses de 150 e 300 mg/kg, que os machos
apresentaram diminuicao significativa no peso dos rins. Os animais tratados com a
dose de 150 mg/kg também apresentaram diminuigdo no peso dos pulmdes (tab.17,
fig.47 e 48). As fémeas, entretanto, ndo apresentaram variagdes significativas em

nenhum dos 6rgaos avaliados (tab.18).

* comunicacdo pessoal — farmacéutica Nadia Regina Alvim da Fonseca — Ervanario, Maringa.
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Figura 45 - Evolucao ponderal de ratos machos tratados com fragdo EPA. Os valores
estdo expressos em média + dp. * Estatisticamente diferentes do grupo controle —
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Figura 46 - Evolugdo ponderal das fémeas tratadas com fragdo EPA. Os valores

estdo expressos em média + dp.
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Tabela 17- Peso dos 6rgéos dos ratos machos submetidos a tratamento subcrénico
com fracao EPA

Dose N Coracao Figado Rim D Rim E Pulmoes
(mg/kg) (9) (9) (9) (9) (9)

Controle 15 1,25+0,0 11,18+1,05 1,26+0,09 1,30+0,10 2,13+0,24
30 15 1,25+0,09 11,67+097 1,25+0,07 1,23+0,09 2,08+0,23
150 15 1,18+0,14 10,88+1,10 1,18+0,10* 1,19+0,09* 1,91+0,32*

300 15 1,18+0,12 10,38+1,14 1,18+0,08* 1,20+0,08* 2,10+0,19

*estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguida do teste de Duncan p<0,05);

N=numero de animais por grupo

Tabela 18 — Peso dos 6rgaos das fémeas submetidas a tratamento subcrénico com

fracao EPA
Dose Coragao Figado Rim D Rim E Pulmoées
(mg/kg) (9) (9) (9) (9) (9)

Controle 15 1,03+0,08 10,60+0,93 0,88+0,09 0,88+0,12 1,73£0,22
30 15 0,96+0,09 10,60+1,29 0,88+0,11 0O,84+0,10 1,57 £0,13
150 15 0,97+0,05 10,99+141 0,87+0,07 0,83+0,07 1,58 +0,22

300 15 094+0,06 10,49+082 0,87+0,07 0,84+095 1,63+£0,25

ANOVA néo significante; N=numero de animais por grupo
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Figura 47 - Peso dos rins dos ratos machos tratados subcronicamente com a fragéao
EPA (v.0.). Os valores estao expressos em média + dp. (*Estatisticamente diferentes
dos respectivos controles — ANOVA seguida pelo teste de Duncan p<0,05)
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Figura 48 - Peso dos pulmdes dos ratos machos tratados subcronicamente com a
fracdo EPA (v.0.). Os valores estdo expressos em média + dp. (*Estatisticamente
diferentes dos respectivos controles — ANOVA seguida pelo teste de Duncan -
p<0,05)
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Analisando-se as figuras referentes a evolugao ponderal (fig.45 e 46), verifica-
se que as fémeas tratadas com a maior dose também apresentaram pequena
diminui¢gdo no ganho de peso corporal, em relagdo ao grupo controle, embora esse
fato ndo tenha sido estatisticamente significante, nem tenha interferido na evolugéo
dos 6rgaos (tab.18). Os machos tiveram diminuicdo no peso dos rins e pulmdes
(tab.17 e fig.47 e 48) além de diminui¢do no ganho de peso corporal, indicando uma
possivel toxicidade do produto. Porém, a forma como isso ocorre, ou seja, o
mecanismo dessa acdo nao foi estudado no presente trabalho. Essas
manifestacdes, uma vez que nao foram equivalentes em ambos os sexos, podem
também, indicar uma maior susceptibilidade especifica dos ratos machos.

No teste do campo aberto (open-field), verifica-se a atividade locomotora do
animal, podendo-se detectar a atividade estimulante ou sedativa de um composto.
Os resultados encontrados nesse trabalho apontam um aumento significativo na
ambulacdo e no levantamento dos machos tratados com as doses de 150 e 300
mg/kg. Todos os grupos de fémeas tratadas com a fragdo EPA também
apresentaram aumento significativo na ambulagao, porém, somente na dose de 150

mg/kg ocorreu aumento significativo no rearing (p<0,05) (tab.19).
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Tabela 19 — Resultados do teste do campo aberto (mov/5 min) dos ratos machos e

fémeas submetidos ao tratamento subcronico com fragao EPA

Dose

Auto-

N (mglkg) Ambulacgao Levantamento limpeza Miccao Defecacgéo
m 19 Controle 2393+21,60 17,07+1289 7,06+6,04 0,13+0,35 3,20+3,23
é 15 30 26,73 +27,78 1540+13,15 5,26+6,57 0,33+0,61 4,06+2,73
IC-I) 15 150 76,20 + 22,56* 43,33 £13,52* 7,20+4,17 0,33+0,48 4,93 + 3,01
S 15 300 85,80 + 34,48* 42,60+ 13,04 6,73+4,36 0,60+1,05 3,06+ 3,88
F 15 Controle 48,60 +23,87 24,80+12,33 8,53+4,73 0,80+ 1,08 2,00+ 2,59
“En 15 30 73,46 £25,77* 28,20+10,71 8,00+4,70 0,46+ 1,24 3,06 + 3,57
i 15 150 107,0 £ 32,17* 37,00 + 14,80* 7,86 +4,56 0,53+0,83 2,60+ 3,39
S 15 300 109,6 + 37,07 34,07+16,35 9,60+4,74 0,46+0,74 1,66+ 2,38

*estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguida do teste de Duncan p<0,05);

N=numero de animais por grupo

Esses aumentos na ambulagdo e no levantamento, podem indicar que os
animais apresentavam-se estimulados, o que poderia estar relacionado, de certa
maneira, com a presenca da cafeina na fragdo EPA, uma vez que as metilxantinas
sao atribuidas atividades de estimulagcao do sistema nervoso central (RANG et al.,
1997).

Um aspecto interessante é o fato da dose menor, 30 mg/kg, ndo promover
estimulagdo nos machos, pois o teste do campo aberto ocorreu em iguais condi¢coes
ambientais para ambos os sexos. Logo, o fato de todas as fémeas tratadas,
incluindo-se a de menor dose, apresentarem alteragdes significativas com relagao a
ambulacdo, pode estar relacionado a uma maior propensdo das fémeas a
estimulagao do SNC.

Mendes e Carlini (2002) realizaram estudos toxicologicos pré-clinicos em

ratos, onde os grupos receberam extratos de café nas concentragdes de 100, 200 e
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400 mg/kg e cafeina na dose de 20 mg/kg, durante 180 dias. Nos resultados
apresentados, ndo houve aumento na ambulacdo dos animais tratados com cafeina
no teste do campo aberto. Segundo os autores, esse resultado pode ser indicativo
de que outros compostos, e ndo somente a cafeina presente no café, podem exercer
alguma atividade estimulante sobre o sistema nervoso central.

De maneira semelhante, o teste realizado com o guarana pode ser
interpretado como um indicativo da presenca de outras substincias nessa planta
que apresentem alguma atividade sobre o SNC. Otobone et al. (2001) demonstraram
que o extrato bruto EBPC e a fragdo semipurificada (EPA) do guarana apresentaram
reducao no tempo de imobilidade no teste do nado forgado indicativo de atividade
antidepressiva.

A presenca de compostos fendlicos, principalmente taninos, isolados e
identificados anteriormente, podem estar relacionados com essa atividade, uma vez
que esses compostos apresentam-se em quantidade majoritaria na fragcdo EPA, e,
também, pelo fato de que somente a presenca da cafeina néo seria suficiente para

explicar todas as indicagdes de usos dessa planta popularmente.
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4.4.2 Exames laboratoriais

Exames laboratoriais, urina e sangue, sao essenciais e auxiliam no
entendimento de qualquer alteracdo do metabolismo animal. Entre os exames
sugeridos pela Portaria 116/96 (SNVS/MS), foram realizados os seguintes: exame
parcial de urina, hemograma, glicose, colesterol total, triglicérides, uréia, acido urico,
creatinina, transaminase glutdmico piravica (TGP), bilirrubinas direta, indireta e total,
albumina, amilase e fosfatase alcalina.

Dentre os exames laboratoriais realizados, nenhuma diferenga significante
entre os grupos tratados e controle foi observado para os parametros urinarios
examinados.

Os exames de sangue mostraram alguns resultados significativos tanto em
machos como em fémeas, entretanto ndo houve ocorréncia concomitante em ambos
0s grupos de animais. Os resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos

realizados nos animais encontram-se demonstrados nas tabelas 20 e 21.
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Tabela 20 - Parametros hematolégicos dos ratos machos e fémeas submetidos ao

tratamento subcronico com fragao EPA

Grupos (N=15)

Parametros Controle 30 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg
Machos

Hemacias

_ 5 7,2+0,4 7,3+0,4 72+0,3 71+0,4
(milh/mm?)
Hb (g/dL) 16,7+ 0,3 16,9+0,3 16,9+ 0,4 16,9+ 0,6
Ht (%) 52,1+1,1 52,7+0,8 52,6 +1,3 53,0+ 0,8
VGM (u3) 722 +4,2 72,3+4,0 73,4+ 3,8 74,6 + 3,9
HGM (uuG) 23,0t 1,1 23,3+1,4 23,6 +1,3 23,8+0,9
CHGM (%) 31,9+0,6 32,2+0,3 32,1+0,4 31,9+0,9
Leucdcitos

. 3 76+1,3 6,9+1,1 58+1,3* 6,1+0,6*
(mil/mm?®)
Eosindfilos (%) 1,6 +£0,8 2,0+0,7 1,9+1,1 21+14
Linfocitos (%) 60,0 + 8,6 66,2+ 7,4 62,0+6,9 61,4+5,0
Mondcitos (%) 2,1+0,6 3,0+1,3 1,4+0,7 1,5+0,5
Segmentados (%) 36,2 + 8,6 285+7,7 34,4+7,0 34,7 +5,8
Neutrdfilos (%) 36,2+8,6 28,6 +7,8 346+7,0 34,8+ 5,6

Fémeas

Hemacias

. 5 6,6+0,4 6,4+0,3 6,7+0,6 6,7+0,5
(milh/mm~)
Hb (g/dL) 15,1+0,4 15,0+ 0,6 15,2+0,5 15,0+ 0,3
Ht (%) 46,6 + 1,1 458 +2,1 46,6 + 1,4 46,6 +1,0
VGM (u3) 68,3+ 8,2 71,8+4,8 68,9+ 5,2 69,8 +4,9
HGM (uuG) 22,7+1,3 235+1,6 22,6 £21 22,5+1,6
CHGM (%) 32,3+0,5 32,8+0,9 32,7+0,9 32,2+0,2
Leucodcitos
(miI/mm3) 6,3+1,0 57+0,9 52+0,7 58+1,3
Eosindfilos (%) 1,8+0,8 24+1,6 1,6+1,0 1,2+0,7
Linfocitos (%) 66,9+4,0 62,4+ 6,6 67,0+ 6,6 63,0+ 9,3
Mondcitos (%) 1,9+0,9 1,5+0,7 1,6+1,0 1,9+14
Segmentados (%) 29,2+4,0 33,4+6,2 29,5 +6,6 33,7+9,0
Neutrofilos (%) 29,2+4,0 33,6 £6,2 29,6 £6,7 33,7+9,0

* estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05); N=numero de animais por grupo
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Tabela 21 - Parametros bioquimicos do sangue dos ratos machos e fémeas

submetidos ao tratamento subcrénico com fragdo EPA

Grupos (N=15)

Parametros Controle 30 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg
' Machos
Acido urico (mg/dl) 45+1,2 51+1,1 48+0,6 49+0,9
Albumina (g/dI) 3,6+0,3 4,0+0,6 39+0,5 3,6+0,2
Amilase (U/dl) 129,5+ 13,5 145,0+29,9 128,8+11,8 120,7+8,2
Bilirrubina direta (mg/dI) 0,48 £ 0,04 0,30+0,18 0,42+0,05 0,46 +0,04
Bilirrubina indireta (mg/dl) 0,52 £ 0,07 0,71 £0,08 0,60+0,06 0,52+0,06
Bilirrubina total (mg/dl) 1,0 £ 0,06 0,9 +0,02 1,0 £ 0,02 1,0 £ 0,04
Colesterol total (mg/dl) 121,0 + 10,8 126,9+10,4 1134+112 117,8+16,0
Creatinina (mg/dl) 0,5+0,1 0,6 +0,1 0,5+0,1 0,5+0,1
Fosfatase alcalina (U/L) 108,7 £ 24,3 143,8 £ 32,9 163,1 £54,5* 173,9 + 30,4*
Glicemia (mg/dI) 51,8 £ 10,1 346+7,9* 39,2 +54* 46,4 £ 9,5
TGP (U/l) 40,9+7,7 50,6 + 3,7* 52,8 £10,6* 49,5+8,8"
Triglicérides (mg/dl) 115,9+ 19,3 146,9+20,3 129,0+£355 106,3+17,4
Uréia (mg/dl) 60,7 £5,0 53,7 £4,1 62,8 + 6,6 60,9+7,6
, Fémeas
Acido urico (mg/dl) 48+0,3 48+0,3 47+0,3 48+04
Albumina (g/dI) 3,6+0,2 3,6+0,2 3,7+0,2 3,5+0,1
Amilase (U/dl) 124,3+11,6 1229+10,4 134,5+10,2* 138,44 +12,7*
Bilirrubina direta (mg/dI) 0,49 +0,13 0,49 £ 0,04 0,49+0,02 0,46 +0,03
Bilirrubina indireta (mg/dl) 0,51 £0,13 0,51 £0,06 0,53 +£0,04 0,53 +0,03
Bilirrubina total (mg/dl) 1,0 £ 0,06 1,0+ 0,04 1,0 £ 0,04 1,0+ 0,01
Colesterol total (mg/dl) 98,0+7,1 97,4 +10,3 92,7+8/4 92,0+ 12,8
Creatinina (mg/dl) 0,4+0,1 0,5+0,2 0,4+0,1 0,4+0,1
Fosfatase alcalina (U/L) 199,9 + 16,0 187,2+ 34,7 238,9+58,8° 221,9+41,6
Glicemia (mg/dl) 48,9+ 14,2 59,7 + 6,9* 65,3+ 15,2 68,2+ 12,8*
TGP (U/l) 76,9 £ 18,4 64,7 £ 13,7 77,4 +18,2 71,0+9,2
Triglicérides (mg/dI) 170,6 £ 28,4 139,9 £ 26,8 113,3+21,6* 105,6 +24,2*
Uréia (mg/dl) 52,6 +7,0 62,7 +9,1* 61,8 +2,7* 63,3+7,2*

* estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05); N=numero de animais por grupo
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4.4.3 Analise histopatologica

Realizou-se avaliagdo histopatolégica dos rins, figado e coragdo dos ratos
machos e fémeas controle e tratados, de acordo com a metodologia proposta (segao
3.2.2.7, p.148). A analise histopatoldgica visa auxiliar a interpretacao dos resultados
bioquimicos, verificando-se possiveis anormalidades teciduais nos 6rgaos que
possam explicar determinadas alteracbes ocorridas com os animais. O protocolo
para os estudos toxicoldégicos pré-clinicos, utilizado como referéncia nesse trabalho,
indica como necessario a analise histopatolégica dos 6rgéaos coragao, rins e figado
(PORTARIA 116/96 SVS — BRASIL, 1996). A analise macroscopica dos pulmbes
nao evidenciou nenhuma anormalidade que justificasse a sua avaliagao
microscopica. Os resultados histopatolégicos estdo demonstrados nas tabelas 22 e

23.
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Tabela 22 — Resultados histopatolégicos (frequéncia) de ratos machos submetidos

ao tratamento subcronico com fragao EPA

Orgio Grupos N Normal infl:r(r)l(a::ério Congestao
Controle 10 8 0 2
30 mg/kg 10 8 0 2
Rins 150 mg/kg 10 8 0 2
300 mg/kg 10 10 0 0
Controle 10 9 0 1
, 30 mg/kg 10 9 0 1
Figado 10
150 mg/kg 10 0 0
300 mg/kg 10 9 1 0
Controle 10 2 1 8
) 30 mg/kg 10 7 0 3
Coracao 10
150 mg/kg 0 0 10
300 mg/kg 10 3 1 6

Teste de Fisher-néo significante; N= nimero de animais por grupo
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Tabela 23 — Resultados histopatolégicos (freqiéncia) de ratos fémeas submetidos

ao tratamento subcronico com fragao EPA

A~ Foco ~
Orgao Grupos N Normal inflamatério Congestao
Controle 10 10 0 0
30 mg/kg 10 10 0 0
Rins 150 mg/kg 10 10 0 0
300 mg/kg 10 8 0 2
Controle 10 8 1 1
, 30 mg/kg 10 10 0 0
Figado 10
150 mg/kg 8 0 2
300 mg/kg 10 10 0 0
Controle 10 4 0 6
) 30 mg/kg 10 2 0 8
Coracao
150 mg/kg 10 4 0 6
300 mg/kg 10 6 0 4

Teste de Fisher-néo significante; N= nimero de animais por grupo

Nos exames hematoldgicos, verificou-se diminuigdo no numero de leucocitos

nos machos tratados nas doses de 150 e 300 mg/kg, enquanto que nas fémeas

somente a dose de 150 mg/kg apresentou diminuicdo. Entretanto, para as fémeas, o

numero de leucocitos encontrado, apesar de ter sido estatisticamente significante,

ainda apresentou-se proximo do valor minimo de variagdo bioldégica normal [valor

referéncia= 8,6 + 2,7 mil/mm® -(WOLFORD et al., 1986)], enquanto que para os

machos os valores encontraram-se abaixo do valor minimo considerado normal

[valor referéncia= 10,6 + 2,9 mil/mm?® -(WOLFORD et al., 1986)]. Esses dados, no

entanto, podem indicar uma tendéncia a leucopenia, que pode, mais uma vez, ser

indicativo de toxicidade, e/ou maior susceptibilidade dos animais machos.
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Dentre os exames bioquimicos, os machos apresentaram valores alterados
para fosfatase alcalina [valor referéncia= 174 + 82 |U/I -(WOLFORD et al., 1986)] e
transaminase glutamico piravica (TGP) [valor referéncia= 38 + 14 U/l |(WOLFORD
et al., 1986)]. Ambos encontraram-se aumentados em todos os grupos tratados. As
fémeas apresentaram alteragdes nos valores de fosfatase alcalina somente nos
animais tratados com a dose de 150 mg/kg [valor referéncia= 140 + 80 U/l -
(WOLFORD et al., 1986)].

A fosfatase alcalina € produzida por muitos tecidos, principalmente por 0ossos,
figado, intestino e placenta, e é excretada pela bile. Niveis elevados de fosfatase
alcalina ocorrem em disturbios 6sseos, como por exemplo raquitismo e em doencas
hepaticas, como por exemplo cirrose e hepatite aguda viral. A TGP também
apresenta-se com os niveis elevados nas hepatopatias (LIMA et al., 2001)

Essas alteracbes bioquimicas ocorridas nos machos, apresentaram-se com
valores no limite maximo da faixa de normalidade, podendo-se sugerir a presenga de
alteragdes hepaticas nesses animais. Entretanto, as analises histopatoldgicas do
orgao nao demonstraram qualquer alteragao na estrutura histolégica do mesmo.

Em todas as fémeas tratadas ocorreram alteracbes nos valores bioquimicos
dos exames de uréia, glicemia e triglicérides, e, nas tratadas com as doses de 150 e
300 mg/kg houve também alteragbes nos valores de amilase. Esses valores
apresentaram-se elevados em relagdo ao grupo controle, exceto para triglicérides
que teve os valores diminuidos.

A amilase € uma enzima digestiva pancreatica que hidrolisa os amidos, o
glicogénio e a maioria dos outros carboidratos (a excecéo da celulose) para formar
disacarideos e alguns trisacarideos (GUYTON, 1997). A amilase se acha elevada,

principalmente na pancreatite aguda.
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Os valores elevados para amilase, quando comparados ao grupo controle,
novamente pode ser indicativo de alteragdes a nivel digestivo dos animais.

As alteragdes apresentadas para os valores de glicemia [valor referéncia= 119
+ 53 mg/dl -(WOLFORD et al., 1986)] e triglicérides [valor referéncia= 125 + 70 mg/dI
-(WOLFORD et al., 1986)] nas fémeas, apesar de serem significativas em termos
estatisticos, ndo apresentaram relevancia biolégica. O mesmo ocorre com o0s
machos que apresentaram valores de glicemia diminuidos nas doses de 30 e 150
mg/kg, mais uma vez demonstrando haver, provavelmente, uma maior
susceptibilidade biolégica desses animais.

Fisiologicamente a uréia se eleva no sangue devido a: diminuigdo da fungao
renal, diminuicdo da funcdo hepatica, ou por uma dieta hiperproteica (GUYTON,
1997; LABTEST®).

Observando os valores de uréia para os machos [valor referéncia= 20 + 3,2
mg/dl -(WOLFORD et al, 1986)] verifica-se que 0s mesmos encontraram-se
elevados, embora ndo apresentem alteragbes entre os grupos que demonstra
diferenca estatistica. Até mesmo o grupo controle de ambos os sexos mostraram-se
com os valores aumentados quando comparados com os dados da literatura.

A disfuncdo renal pode ser melhor avaliada através das dosagens
concomitantes de uréia e creatinina. Tanto para machos [valor referéncia= 0,6 + 0,12
mg/dl -(WOLFORD et al., 1986)] como para fémeas [valor referéncia= 0,7 + 0,13
mg/dl -(WOLFORD et al., 1986)] pode-se observar que os valores de creatinina
mantiveram-se normais, diminuindo a possibilidade de problemas renais. Refor¢ando
esses dados, a analise histopatolégica dos rins também ndo demonstrou nenhuma

anormalidade no 6rgéo (tab.23).
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Dessa forma, a hipétese mais provavel para o aumento nos valores de uréia,
seria uma diminuicdo da fungao hepatica. Verifica-se que as provas bioquimicas de
funcao hepatica apresentaram alteragdes consideraveis nos dois grupos de animais,
embora tenham sido mais expressivos em machos do que em fémeas.

Na analise histopatolégica verifica-se também que houve uma maior
incidéncia de congestdo no coragdo de ambos os animais, sem distingdo entre o
grupo controle e tratado. A congestdao consiste no aumento da quantidade de
sangue no interior dos vasos de um 6rgao ou territério organico (METZE, 2000).
Provavelmente, essa congestdo tenha ocorrido devido ao tipo de sacrificio
(decapitagao), pois no momento da passagem da guilhotina pelo pescogo do animal
cria-se uma forga contraria ao fluxo sanguineo, causando uma congestao passiva
pela demora ou auséncia no esvaziamento sanglineo do 6rgao, conforme descrito
por Cotran (1996).

Assim, pode-se considerar que a avaliagédo histopatolégica nao foi capaz de
evidenciar alteragbes dose-resposta relacionadas ao tratamento dos animais com a
fracao EPA.

Por outro lado, verificou-se que as alteragbes bioquimicas relatadas
evidenciaram uma possivel hepatotoxicidade da fragdo EPA do guarana, nas doses
testadas, principalmente nos animais machos, que pode ser indicativo de uma maior

susceptibilidade biolégica desses animais.
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CONCLUSOES

As analises fisico-quimicas farmacopéicas e nao farmacopéicas determinaram
as condi¢des minimas da droga vegetal, e atestaram a qualidade e equivaléncia em
teores de substdncias quimicas caracteristicas (metilxantinas e taninos) quando
comparadas as sementes de Paullinia cupana var. sorbilis provenientes de lugares
diferentes.

Foram isoladas e identificadas da fracdo EPA as seguintes substancias:
cafeina, catequina, epicatequina, procianidina B, [epicatequina-(4p—8)-
epicatequina), procianidina Bjz [catequina-(4a—8)-catequina] e procianidina B4
[catequina-(4a—8)-epicatequina]. Os dimeros de taninos condensados foram, pela
primeira vez, isolados e identificados nessa espécie vegetal bem como os
mondmeros de flavan-3-ois.

As anadlises por CLAE demonstraram ser possivel a caracterizacdo e
identificacdo das substancias presentes na fragdo semipurificada EPA assim como
nas subfracdes, comprovando a possibilidade de utilizacdo do sistema no controle
de qualidade de extratos das sementes de guarana.

O teste de atividade antioxidante confirmou os resultados obtidos por outros
trabalhos com plantas que apresentam compostos fendlicos em sua composicao.
Pode-se considerar o guarana como uma futura opgdo na pesquisa de novos
medicamentos para as doengas degenerativas.

As analises microbioloégicas ndo demonstraram ser o guarana efetivo no
combate a microorganismos, Gram + e Gram -, apesar dos compostos fendlicos

serem majoritarios na composi¢ao quimica da planta.
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O teste toxicolégico agudo realizado em camundongos com a fracdo EPA,
demonstrou ser a mesma toxica em altas doses (acima de 1000 mg/kg). No teste
toxicolégico  subcrénico  evidenciou-se uma  possivel  hepatotoxicidade,
principalmente nos machos, nas doses testadas.

Conclui-se que, a espécie vegetal Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis (Mart.)
Ducke, com amplo uso medicinal pela populacdo, apresenta-se promissora para a
medicina, principalmente no que se refere a atividade antioxidante. Contudo, é
necessario que novos estudos toxicolégicos, em uma segunda espécie animal, e
posteriormente em humanos seja realizado objetivando a seguranga no uso dessa

planta, conforme preconiza a Portaria 116/96 da SNVS.
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