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RESUMO

MARQUES, L. L. M. 2016. Investigacdes fitoquimica e bioldgicas de extratos obtidos
por tecnologia supercritica de sementes de Paullinia cupana (guarana). Tese de
Doutorado. Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade
Estadual de Maringd, 214p.

Paullinia cupana H. B. K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, conhecida como guarana, é
uma planta nativa brasileira. Suas sementes contém altas concentragbes de
metilxantinas, saponinas e polifendis, especialmente taninos. A ela é atribuido
inimeras funcbes farmacoldgicas como: estimulante, adstringente, analgésica,
febrifuga, antimicrobiana, antioxidante, panicolitica, antidepressiva, protetora do trato
gastrointestinal e do DNA, para tratamento da hipertensdo, diarreia cronica,
enxaqueca e neuralgia. Este trabalho preocupou-se em elaborar um artigo de
revisdo sobre o guarana, enfocando a versatilidade destas funcdes farmacoldgicas.
Trouxe ainda o cenario atual desta planta, além de adicionar novos topicos como
controle de qualidade e padronizacdo da droga vegetal e seus extratos.
Adicionalmente, este trabalho teve como objetivo empregar tecnologia supercritica
para otimizacdo da extracdo de compostos bioativos de sementes de guarana
investigando suas atividades antioxidantes, antimicrobianas e seu perfil quimico.
Essa extracdo foi realizada empregando um planejamento de matriz ortogonal
(OAg(3%). Os fatores e niveis estudados foram: modificador (es) (etanol e/ou
metanol), tempo de extracdo (20, 40 e 60 min), temperatura (40, 50 e 60 °C),
pressao (100, 200 e 300 bar). O fluido supercritico utilizado foi o CO, acrescido de
propor¢cdes crescentes de modificadores (10, 20 e 40%), definidos como
experimento X, Y e Z, respectivamente. A melhor condicdo de extracdo supercritica,
baseado no conteudo de polifendis, quantificacdo de catequina e epicatequina,
rendimento dos extratos e custo operacional, foi: 40% etanol:metanol durante 40
min, sob 40 °C e 100 bar. A percentagem de modificador empregado foi proporcional
a quantidade de compostos polares extraidos. Extratos provenientes do experimento
Z mostraram atividade antimicrobiana promissora (31,25 pg mL™) frente a cepa de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Em testes qualitativos, a fracéo
hexanica do extrato 3 (etanol:metanol 40%; 40 min; 40 °C e 300 bar) apresentou
atividade antimicrobiana frente as cepas Candida tropicalis, S. aureus e
Lactobacillus fermentum. Os extratos 1 (etanol; 20 min; 40 °C e 100 bar), 2 (metanol;
60 min; 40 °C e 200 bar) e 8 (metanol; 40 min; 60 °C e 100 bar), do experimento Z,
apresentaram maiores valores combinados de atividade antioxidante pelos métodos
DPPH, Frap, ABTS e sistema xantina oxidase. A analise quimica dos extratos do
experimento Z demonstrou perfis similares, avaliado por CLAE-DAD-EM. Além de
cafeina, principal composto extraido, os extratos continham epicatequina, catequina,
teofilina, teobromina, e dimeros e trimeros de proantocianidina tipo A e B. A analise
do mapa de calor verificou correlacdo positiva entre os métodos antioxidantes
DPPH, Frap e ABTS e com metabdlitos catequina, epicatequina e procianidina do
tipo B.

Palavras-chave: Paullinia cupana, extracdo supercritica, matriz ortogonal;
modificador.
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ABSTRACT

MARQUES, L. L. M. 2016. Phytochemical and biological research of extracts
obtained by supercritical technology from Paullinia cupana seeds (guarana). Ph.D.
Dissertation. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual de Maringd, 214p.

Paullinia cupana H. B. K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, known as guarand, is a native
Brazilian plant. The seeds contain high concentrations of methylxanthines, saponins,
and polyphenols, particularly tannins. The pharmacological it is assigned several
functions such as a stimulant, astringent, analgesic, febrifuge, antimicrobial,
antioxidant, panicolytic, antidepressant, protective of the gastrointestinal tract and
DNA, for treating hypertension, chronic diarrhea, migraine, and neuralgia. This work
was concerned to prepare a review article about guarana, focusing on the versatility
of these pharmacological functions. It also presented the current scenario of this
plant, besides providing new topics as quality control and standardization of plant
drug and its extracts. Additionally, this study aimed to apply the supercritical
technology, optimizing the extraction of bioactive compounds from guarana seeds,
investigating its antioxidant, antimicrobial activities, and chemical profile. Supercritical
extraction of bioactive compounds of guarana seeds was carried out and planned
using an orthogonal matrix (OAg(3%). The factors and levels studied were: modifier
(s) (ethanol and / or methanol), extraction times (20, 40, and 60 min), temperature
(40, 50, and 60 °C), pressure (100, 200, and 300 bar). Carbon dioxide was used as
the supercritical fluid, together with different proportions of modifiers (10, 20, and
40%), defined as experiment X, Y, and Z, respectively. The best conditions for the
supercritical extraction, based on the content of polyphenols, epicatechin/catechin
guantification, yield, and operating cost, proved to be: 40% ethanol:methanol during
40 min, at 40 °C, and 100 bar. The percentage of modifier used was proportional to
the amount of polar compounds extracted. The most of the extracts from the
experiment Z showed promising antimicrobial activity (31.25 mg L™) against the
strain of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. In qualitative tests, the hexane
fraction of the extract 3 (ethanol:methanol 40%; 40 min; 40 °C, and 300 bar) showed
antimicrobial activity against Candida tropicalis strains, S. aureus and Lactobacillus
fermentum. The extracts 1 (ethanol, 20 min, 40 °C, and 100 bar), 2 (methanol, 60
min, 40 °C, and 200 bar), and 8 (methanol, 40 min, 60 °C, and 100 bar) from the
experiment Z showed highest combined values of antioxidant activity by DPPH, Frap,
ABTS methods, and xanthine oxidase system. Chemical analysis of extracts from
experiment Z showed similar profiles, as analyzed by HPLC-DAD-MS. In addition to
caffeine, the main compound extracted, extracts containing epicatechin, catechin,
theophylline, theobromine, and dimers and trimers proanthocyanidin type A and B.
The heat map analysis showed a positive correlation between the antioxidant
methods (DPPH, Frap, and ABTS), and with catechin, epicatechin, and procyanidin
type B.

Palavras-chave: Paullinia cupana, supercritical extraction, orthogonal matrix,

modifier.
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Ha muito tempo, as plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento,
cura e prevencao de uma variedade de doencas. O Brasil tem quase um tergco da
flora mundial, representado em dez biomas como uma gigantesca biodiversidade, e
apresentando um grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas em novas
tecnologias e servigos terapéuticos (ARAUJO et al., 2013). No Brasil, a utilizagéo e a
comercializacdo de plantas medicinais tém sido estimuladas em parte, pela
crescente demanda da industria por novas fontes naturais de medicamentos e
antioxidantes e, por outro lado, devido aos efeitos colaterais causados pelos
compostos sintéticos. As plantas medicinais apresentam uma imensa diversidade
guimica e muitas destas plantas, frequentemente utilizadas pela popula¢do, néo
tiveram todos o0s seus principios ativos elucidados para valida-las como
medicamentos ou para aproveita-las economicamente (MONTANARI e BOLZANI,
2001).

O guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) é uma planta originaria da
regido amazonica brasileira intimamente ligada a cultura indigena local. O Brasil é o
maior produtor mundial de guarana, com uma area plantada de 15.043 ha e uma
producédo de 3.658 t em 2015. Os maiores estados produtores sdo Bahia (71%) e
Amazonas (23%), mas também € produzido em outros estados como Mato Grosso
(6%) (IBGE, 2016). Aproximadamente 70% da producao séo utilizados na producéo
de refrigerantes e bebidas energéticas (Suframa, 2003).

A semente de guarana é rica em cafeina. Além disso, ela contém uma alta
concentracdo de polifendis, particularmente proantocianidinas (HENMAN, 1982;
USHIROBIRA et al., 2007; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). A estas substancias
presentes em suas sementes torradas sdo atribuidos efeitos estimulantes,
afrodisiacos e analgésicos. Utilizacdo esta largamente difundida entre os indios
amazonenses. Além disso, 0 guarana possui uma exuberante diversidade de
propriedades terapéuticas relatadas na literatura como: anticarcinogénico
(FUKUMASU et al.,, 2008; FUKUMASU, LATORRE e ZAIDAN-DAGLI, 2011;
FUKUMASU et al., 2006), antiproliferativo (HERTZ et al., 2015), antimicrobiano,
antioxidante (BASILE et al., 2005; DALONSO e PETKOWICZ, 2012; MAJHENIC,
SKERGET e KNEZ, 2007; YAMAGUTI-SASAKI, ITO, CANTELI, 2007), cognitivo
(GALDUROZ e CARLINI, 1996; KENNEDY et al., 2008; OTOBONE et al., 2005),
citoprotetor (OLIVEIRA et al., 2011), termogénico (ANDERSEN e FOGH, 2001;
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BOOZER et al., 2001), antidepressivo (AUDI e MELLO, 2000; OTOBONE et al.,
2007) e ansiolitico (RANGEL, MELLO e AUDI, 2013; RONCON et al., 2011).
Também pode prevenir doencas orais (MATSUURA et al.,, 2015; YAMAGUTI-
SASAKI, ITO, CANTELI, 2007), contra efeitos oxidativos e desordens metabolicas
(PORTELLA et al., 2013), entre outros (HAMERSKI, SOMNER e TAMAIO, 2013;
MACHADO et al., 2015; SCHIMPL et al., 2013).

A escolha do método extrativo e/ou suas condicbes pode alterar de forma
significativa a composicdo do extrato e consequentemente as suas atividades
biolégicas. Extratos obtidos por tecnologia supercritica, por exemplo, podem mostrar
maior concentracdo de compostos fendlicos e atividades antiradicalares do que
aqueles provenientes de extracao solido-liquida (PINELO et al., 2007). Extratos
supercriticos podem ainda ser mais efetivos na extragcdo de substancias com
atividade antimicrobiana, em comparacdo aqueles obtidos de extracdo metandlica
(LIU et al., 2007). Além disto, a extracdo pode ser seletiva para um determinado
grupo de compostos bioativos em razdo da alteracdo das condicbes de extracao
(MARQUES et al., 2016).

A extracdo por fluido supercritico (EFS) tem inUmeras vantagens sobre a
extragcdo convencional. A EFS emprega baixas temperaturas para extracao,
possibilita a reutilizacdo dos solventes ja que os fluidos supercriticos voltam ao
estado gasoso em condicbes de pressdo normal e temperatura ambiente, o que
também resulta na obtencdo de produtos de alto valor agregado, pois esses sao
livres de residuos toxicos de solventes organicos (SOUZA, MELLO e LOPES, 2012).
Consequentemente, as operacdes de recuperacdo do produto sdo minimizadas. Na
EFS, o principal solvente supercritico utilizado é o dioxido de carbono (CO,). Ele
possui condi¢des criticas brandas; facilmente disponivel em elevada pureza a um
baixo custo, tem baixa tensdo superficial, baixa viscosidade com alta difusividade.
Além disto, o CO, utilizado como fluido supercritico é seguro, ndo toxico, nao
carcinogénico, ndo inflaméavel e inerte. Além disto, para melhorar a extracdo de
compostos polares, modificadores tais como alcoois podem ser adicionados para
aumentar seu poder de solvatacdo (HUANG, SHI e JIANG, 2012).

O uso do planejamento fatorial de experimentos € uma estratégia util no
delineamento do mapa de experiéncias a realizar. Assim, quando o objetivo € a

otimizacéo, investigando dois a quatro fatores, podem-se aplicar diferentes tipos de
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planejamento como, por exemplo, testes ortogonais, desenho de Box-Behnken e
modelo composto central (SHARIF et al., 2014).

O planejamento de matriz ortogonal (TAGUCHI, 1986; TAGUCHI e KONISHI,
1987) é um desenho fracionario fatorial com uma série de ensaios designados por
uma matriz ortogonal. Este design pode reduzir consideravelmente o nimero de
experimentos, pois quando o efeito de um fator é calculado, a influéncia de outros é
removida da consideracdo. Varias aplicacbes deste método sao relatadas na
literatura (GHAFOOR, AL-JUHAIMI e CHOI, 2012; LIU et al., 2013; WANG et al.,
2011). Nestes trabalhos, este modelo foi utilizado para construcdo de graficos de
superficie de resposta, regressao linear ou outras analises estatisticas que preveram
as relacbes entre as variaveis independentes e as dependentes, estabeleceram a
ordem de importancia de fatores, alcancando assim, o0 objetivo de otimizar a
extracao.

Espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como anion superéxido (O,°),
radicais hidroxilas (OH®), e peroxido de hidrogénio (H,O) tém efeitos danosos a
célula. Os antioxidantes podem ser de grande vantagem para a melhoria da
gualidade de vida, impedindo ou adiando o aparecimento de doencas degenerativas.
Além disto, eles tém um potencial de economia nos custos de prestacéo de cuidados
a saude (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013). Investigar plantas que tenham
capacidade de captura de radicais livres (CRL) € de interesse, principalmente a fim
de encontrar novas fontes promissoras de antioxidantes naturais (em detrimento aos
sintéticos), alimentos funcionais e nutracéuticos (MILIAUSKAS, VENSKUTONIS e
BEEK, 2004).

Tem sido um problema critico na medicina humana e veterinaria a alta
incidéncia de microrganismos resistentes aos antibidticos, surgindo, assim, a
necessidade do desenvolvimento de novas terapéuticas e estratégias de
antimicrobianos (KUREK et al., 2012). A diversidade de moléculas encontradas em
plantas faz das mesmas promissoras fontes de novos agentes antimicrobianos
(BARRECA et al., 2014). Esta busca por novos antimicrobianos promove
investigacfes fitoquimica e farmacolbgicas de plantas, guiadas por informacdes
sobre o0 seu uso etnobotanico (FILOCHE, SOMA e SISSONS, 2005).

Diante deste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi empregar a

tecnologia supercritica para otimizar a extragdo de compostos bioativos de sementes
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de guarana (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke - Sapindaceae),

investigando

suas atividades antimicrobianas, antioxidantes e seu perfil quimico.

Os objetivos especificos foram:

1.

Neste

elaborar um artigo de revisdo sobre o0s principais aspectos
concernentes ao guarand, enfatizando sua diversidade farmacolégica.
Apresentar novos tdopicos como controle de qualidade e a
padronizacao das sementes de guarana e seus extratos;

empregar um planejamento ortogonal para a otimizagdo da extragao
supercritica de compostos fendélicos de sementes de guarana, testando
guatro fatores em trés niveis;

Monitorar a otimizacdo da extracdo, por meio da andlise de polifenéis
totais, rendimento e quantificagdo das principais substancias extraidas
por CLAE;

Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos supercriticos frente
a diversos microrganismos de interesse clinico, industrial, alimenticio e
ambiental. Para isto, realizar o monitoramento qualitativo da acéo
antimicrobiana por meio de bioautografia e calcular as concentractes
minimas: inibitéria (CMI), bactericida (CBM) e fungicida (CFM), destes
extratos de guarana;

Investigar a atividade antioxidante dos extratos supercriticos que
apresentaram maiores teores de polifendis totais, por meio de analise
guimiométrica. Os meétodos antioxidantes utilizados foram: DPPH,
Frap, ABTS e sistema xantina oxidase.

Analisar perfil quimico dos extratos supercriticos por CLAE-DAD-EM e
sua correlacdo com atividade antioxidante por meio de analise
multivariada.

contexto, o presente estudo apresenta:

Capitulo 1: artigo de revisdo sobre o guarana, mostrando todo cenario
de producdo atual, sua versatilidade farmacologica, historico,
caracteristicas botéanicas, aspectos quimicos, controle de qualidade e
importancia da obtencdo de extratos padronizados, entre outros
topicos;

Capitulo 2: emprego da tecnologia supercritica para obtencdo de

compostos bioativos a partir de sementes do guarana. A otimizacéo
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deste processo emprega um planejamento estatistico com matriz
ortogonal por meio da andlise dos principais compostos extraidos,
rendimento e teor de polifendis totais Os fatores testados foram:
pressdo, temperatura, tempo de extracdo e adicdo de modificadores
(etanol e/ou metanol);

Capitulo 3: avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a
microrganismos, de interesse clinico, industrial, alimenticio e ambiental,
e a atividade antioxidante dos extratos obtidos por tecnologia
supercritica do experimento Z. Traz ainda a analise do perfil quimico
destes extratos por CLAE-DAD-EM e sua correlagdo com a atividade

antioxidante.
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2.1 EXTRACAO SUPERCRITICA

2.1.1 Aspectos gerais

A EFS é geralmente mais rapida que a extracao convencional e quando usa o
CO, supercritico (SC-CO;) como solvente, muito mais ecoldégica. Em todo o mundo
h&d uma pressdo para a industria adotar novos processos sustentaveis que nao
requerem o uso de solventes organicos ambientalmente prejudiciais e também
devido a tendéncia de um rapido aumento dos custos industriais (RAMSEY et al.,
2009). O problema com os solventes numa extracdo convencional é o fato de ser
muito dificil de remover todo o solvente residual sem um grande dispéndio de
energia e custos. Além disso, 0 solvente pode provocar alteracdes quimicas nas
moléculas do extrato e, assim, provocar efeitos toxicos nos consumidores. Na
extracdo de matérias-primas naturais com o SC-CO,, as temperaturas empregadas
sé@o baixas e 0 gas carbodnico dissipa-se totalmente apds a descompressédo (MAUL,
1999). Portanto, o0s processos de extracdo supercritica se destacam por
caracteristicas muito importantes como: a obtencdo de extratos relativamente
limpos, livres da degradacdo de compostos labeis ou facilmente oxidados, que
podem aparecer da prolongada exposicdo a alta temperatura e oxigénio, gerando
produtos de alta qualidade; o trabalho com solventes ndo toxicos; tempo mais curto
nas etapas de recuperacdo de produtos, gerando processos mais rapidos. Assim, a
EFS tornou-se uma alternativa importante na extracdo de materiais de plantas em
escala industrial (JUNIOR, LEITE e DRAGANO, 2010; VATAI, SKERGET e KNEZ,
2009). Outra vantagem distinta de EFS sobre os métodos convencionais € que esta
tecnologia permite fornecer mais informacdes relativas aos processos de extracao e
seus mecanismos. Estas informacdes podem ser utilizadas para avaliacédo
guantitativa ou de eficiéncia da extracdo e, assim, otimizar 0 processo
posteriormente (LANG e WAI, 2001).

A principal desvantagem de uma aplicacdo em larga escala de EFS, em
comparag¢ao com os métodos convencionais, € o alto custo do equipamento de alta
pressdo necessario. No entanto, isto pode muitas vezes ser superado pelas
propriedades do produto de qualidade superior, aumentando o valor agregado
desses produtos (SOVOVA e STATEVA, 2011). Outra vangatem é a base do
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esquema do processo (extracdo acrescido de separacdo), que é relativamente de
baixo custo e muito simples de ser ampliada para a escala industrial (REVERCHON
e MARCO, 2006). Assim, muitas unidades de grande escala industrial para a EFS de
materiais naturais solidos, principalmente para ingredientes alimenticios e produtos
fitofarmacéuticos, sdo operados em todo o mundo e sdo economicamente
competitivos (SOVOVA e STATEVA, 2011).

Vem crescendo a utilizacdo da EFS na industria de alimentos, na farmacéutica
(incluindo a industria de perfumaria para extracdo de o6leos e fragrancias) e na
biotecnolodgica (reagfes catalisadas enzimaticamente) (HERRERO et al., 2010). As
duas principais aplicacbes comerciais da EFS na industria de alimentos sdo a
extracdo do lupulo e descafeinizacdo do café. Algumas aplicagcbes da EFS na
alimentacao diaria humana sdo mostradas na Figura 1. H& um crescente aumento
por produtos ricos em compostos biologicamente ativos como antioxidantes,
vitaminas lipossoliveis e corantes (REVERCHON e MARCO, 2006; SOVOVA e
STATEVA, 2011). Varios estudos (CHANG et al., 2000; GHAFOOR, AL-JUHAIMI e
CHOI, 2012; JUNIOR, LEITE e DRAGANO, 2010; LANG e WAI, 2001; LIU, JIAO,
LIU, 2013; MURGA et al., 2000; REVERCHON e MARCO, 2006; SOVOVA e
STATEVA, 2011; VARGAS et al., 2010; WANG, YING, SUN, 2011) evidenciam a
utilizacdo da extracdo supercritica para obter compostos bioativos a partir de
produtos naturais. As principais familias destes compostos sdo exemplificadas na
Figura 2. Na industria farmacéutica o SC-CO, € também utilizado na producéo de
particulas em micro e nanoescala (ABDULLAH, 2007). Adicionalmente, a EFS tem
também demonstrado algumas vantagens no campo ambiental, além das ja citadas,
como por exemplo, para obter novos compostos Uteis a partir de subprodutos
industriais, e para permitir a quantificacdo e/ou remocdo de compostos téxicos do
meio ambiente (HERRERO, MENDIOLA, CIFUENTES, 2010).

2.1.2 O equipamento

A extracdo é geralmente realizada como um processo semicontinuo. Um
esquema simplificado do equipamento de extracdo com SC-CO, e cossolvente pode
ser observado na Figura 3. Materiais vegetais sdo geralmente secos, desintegrados
e colocados em um recipiente de extracdo, de forma que se obtenha um leito fixo de
particulas. O solvente supercritico alimenta o sistema continuamente por uma

bomba de alta pressdo a uma vazéao fixa, dissolvendo os compostos requeridos. A
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solucéo flui para um separador onde os compostos extraidos sdo precipitados por
mudancas de temperatura e/ou pressao, ou por um agente de separacdo. O
solvente &, entdo, continuamente regenerado e recirculado (SOVOVA e STATEVA,
2011).

-

De manha:
Café descafeinado
Chéa descafeinado
Intensificador de aroma de suco de laranja
Aditivos de vitaminas (A, E e acido graxos n-3)

No almocgo:

Vinho desalcoolizado
Cerveja desalcoolizada
Carne desengordurada

Batata frita desengordurada

A noite:
Cerveja produzida com lipulo extraido por CO,
Arroz parbolizado por CO,
Batata chips desengordurada
Destilados com sabor acentuado

Preparacdes especiais:
Extratos de especiarias
Encapsulamento de especiarias liquidas
Remocdao de pesticidas
Purificacdo do 6leo de fritura

J _J

Figura 1. Tecnologia de fluido supercritico aplicado as refeicdes diarias.
Fonte: Brunner (2005).

Todas as partes da planta em escala laboratorial da EFS devem ser
concebidas de modo a resistir ao maximo de pressdo de operacdo (KARALE et al.,
2011).

Outro exemplo de equipamento de extracdo supercritico mais detalhado é

mostrado na Figura 4.

2.1.3 Fluido supercritico

Quando uma substancia € elevada acima de seus pontos criticos de
temperatura e pressao, ela passa para uma condicdo chamado de “o estado fluido
supercritico” (Figura 5). Quando a diferenga entre a fase liquida e vapor desaparece,

o fluido torna-se critico. Nesta conjuntura, o fluido de uma fase tem uma
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compressibilidade isotérmica de infinidade (ABDULLAH, 2007). A temperatura critica
de um géas é aquela temperatura acima da qual ele ndo pode mais ser liquefeito, ndo
importando a quanto se eleve a pressdo. A pressdo critica é definida como a
pressdo acima da qual o gas ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto
se diminua a temperatura (BRUNNER, 2005).

) e focw, + #on, —s alfatocotriencl  Tetraterpenoides
bl YR Y Rac, + R ——s beta-tocotrienol
"«_.;r"' . ,,"c-, B« Rocu, ——s gama-tocotrienol

Tocotriendis

beta-caroteno CH,
\ Timol
Triterpenoides Tocoferdis A
B R
fiaN/ / N A \ Monoterpenoides oM
Acido ursélico ‘:‘*":\ e N \ At
N . g CMy CH

Diterpenoides

N Sesquiterpenoides v |
1NN « S
AN 7N - e ‘

Fitol

Furanocumarinas o hing "\W/\_._‘

(fenolicos)
Psomen}\‘/t\‘ Fitosteréis

N 7 Flavonoides / \ AN

R (fendlicos) K Yl - /
Triglicérides Estigmaterol
Alcools Acldos ﬁ :
" NN A graxos graxos Cn'—o—c—"’./-,\“./n
e N [
o c«-——o—!:l—/%,\n‘\_/
Catequina )

oH ‘ i
Lo g Vi
0

Figura 2. Principais familias de compostos encontrados em extratos de plantas obtidos
por EFS de biomassa vegetal e exemplos de cada um.
Fonte: Melo, Silvestre e Silva (2014).
Fluidos supercriticos carregam as propriedades dos gases e dos liquidos
(Quadro 1). A densidade de um fluido supercritico pode ser mudada pela variagéo

da presséao aplicada sobre o fluido, por exemplo. Assim, um fluido supercritico pode
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ter a densidade que oscila entre aquelas exibidas pelos gases até valores tipicos
dos liquidos, quando o fluido & comprimido a altas temperaturas. Um fluido
supercritico tem a capacidade de dissolver uma variedade de materiais, exatamente
como fazem os liquidos convencionais, mas com o poder de penetracdo dos gases.
Portanto, na proximidade do ponto critico, um fluido tem uma densidade (isto &,
poder de solubilizacdo) semelhante aquela na fase liquida juntamente com uma
compressibilidade semelhante a da fase gasosa. Este conjunto de caracteristicas
torna a transferéncia de massa mais rapida do que quando se utiliza liquidos como
solventes. Nenhum outro método de extracdo tem tal flexibilidade. Pequenas
mudancas na temperatura e/ou pressdo geram mudancas enormes na densidade e
consequentemente no poder de solvatacdo do solvente supercritico (KOPCAK e
MOHAMED, 2005; SOVOVA e STATEVA, 2011). Isto € uma caracteristica muito
importante dos fluidos supercriticos, pois os solventes convencionais s6 podem ser
alterados pela adicdo de outros solventes, ou por aumento consideravel de
temperatura (KOPCAK e MOHAMED, 2003).

£

10

1z

o,

N

Tangue de CO,
Trocador de calor
Medidor de vazao
Bomba de CO,
Vaso do cossolvente
Bomba do
cossolventes

7. Misturador

8. Manbmetro

9. Vaso de extracao
10. Valvula de controle
11. Coletor de fracbes
12. Medidor de gas

ok wnNE

Figura 3. Esquema simplificado de um equipamento de extragdo com CO, e
cossolventes.
Fonte: Azmir et al. (2013).
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e Médulo de
= entrega do| . Coletor de
F fluido T fracdes

,‘

Figura 4. Detalhes de um equipamento de extracdo supercritica MV-10, da Waters®. A.
O vaso de extracdo de aco inoxidavel sendo introduzido no forno da coluna. Os vasos
podem ser de 5, 10 ou 25 mL. B. Vasos de extracdo posicionados dentro do forno. C.
Detalhe do vaso de extracdo. D. Coletor de fragGes com bomba de make-up. E.
Maodulo de entrega do fluido. Apresenta bomba para o CO, e para o cossolvente. O
moédulo oferece a opcdo de entrada para até seis cossolventes. F. Visdo geral do
equipamento que contém: moédulo de entrega do fluido, forno da coluna, BPR
(regulador da presséo de retorno), coletor de fragdes, software e ChromScope.

2.1.4 Dibéxido de carbbnico supercritico (SC-CO5)

O principal solvente supercritico utilizado na EFS € o diéxido de carbono. A
principal razdo é indubitavelmente a sua versatilidade. Ele tem baixo custo, néo
inflamavel, ndo explosivo, facilmente acessivel em alta pureza, suas condicbes
criticas sdo amenas (30,9 °C e 72,8 atm), ambientalmente correto, e geralmente
reconhecido como seguro pelas organizacdes europeia (EFSA) e americana (FDA).
Ele € também atrativo devido a sua alta difusividade combinado com a sua forca do
solvente facilmente ajustavel. Adicionalmente, € gasoso a pressdo e temperatura
ambiente, o que torna a recuperacdo do produto muito simples e fornece produtos
livres de solvente (HERRERO, MENDIOLA, CIFUENTES, 2010; MELO, SILVESTRE
e SILVA, 2014; SOVOVA e STATEVA, 2011). As propriedades de rapida
transferéncia de massa associada com a baixa viscosidade do SC-CO, promove

uma capacidade mais eficiente em termos de tempo para varios tipos de processos
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industriais importantes (RAMSEY, SUN, ZHANG, 2009). A habilidade do SC-CO; ser
operado em temperaturas baixas usando um meio ndo oxidante permite a extragao

de compostos labeis e facilmente oxidaveis.

0 -
Ig :
b linhade | regido critica
N fusdo !
. ‘
pc 4  Solido liquido Mk :«=-sceeeenes
ponto
critico
linha de ;Eﬂﬁgii
sublimagao &ponto vapor
triplo ]
I
Temperatura Tc

Figura 5. Diagrama de fases de uma substancia pura.
Fonte: Muhlen e Lancgas (2004).

Quadro 1. Valores caracteristicos de densidade, difusividade e viscosidade, para o
estado gasoso, liquido e supercritico

Estado do fluido Densidade (g.cm”)  Difusividade (cm*s™) VISCOSldide
[g-(cm.s)]

Gas a (0,6-2,0).10° 0,1-0,4 (0,6-2,0).10"

P=1 atm;T=15-30C

Liquido n 0.6-1.6 (0,2-2,0).10° (0,2-3,0).10°

P=1 atm; T=15-30C

Fluido Supercritico 0205 0,7.10° (1-3).10™*

P=Pc; T=Tc

Fluido Supercritico 0.4-0.9 0,2.10° (3-9).10"

P=4Pc; T=Tc

Tc=temperatura critica; Pc= Presséo critica

Fonte: Brunner (2005).

2.1.5 Etapas da extracdo supercritica

O planejamento de processos usando solventes supercriticos é fortemente

dependente do cenario de equilibrio de fase, que é altamente sensivel a mudancas
nas condicGes de operacdo. O conhecimento da engenharia do equilibrio de fases
inclui  bancos de dados, dados experimentais, comportamento de fase
fenomenolégica, analise termodindmica, e procedimentos de modelagem
matematica para os célculos do processo de equilibrio de fases (HERRERO,
MENDIOLA, CIFUENTES, 2010).
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Existem dois principais fatores que afetam o desenvolvimento das tecnologias
de extracdo com SC-COg, que séo a solubilidade (termodinamica) do soluto no fluido
supercritico e a taxa de transferéncia de massa (cinética) do soluto para fora das
matrizes (HUANG, SHI e JIANG, 2012).

Na extracdo supercritica, como o solvente pressurizado flui continuamente
através do leito de particulas porosas, as moléculas de CO; irdo difundir-se dentro
dos poros e serdo adsorvidas na superficie das particulas para formar uma pelicula
externa de fluido a volta das particulas sélidas, por meio da interacdo solvente-
matriz sdélida. Em seguida, as moléculas de analito serdo dissolvidas e
convectivamente transportadas para o solvente nos poros através de interacdo
solvente-soluto (HUANG, SHI e JIANG, 2012). A taxa de transferéncia interna de
massa € diretamente proporcional a difusividade interna efetiva e inversamente
proporcional ao quadrado do tamanho da particula, dependendo ainda, do formato
da particula (SOVOVA, 2012). Apds dessor¢édo, o soluto dissolvido difunde-se
através dos poros e, finalmente, o fluido o transporta em grande quantidade
(HUANG, SHI e JIANG, 2012). O tempo caracteristico da extracdo de equilibrio é
diretamente proporcional ao tempo de residéncia, que é o tempo caracteristico do
deslocamento do fluido a partir de extrator; e é inversamente proporcional a taxa de
vazdo especifica (SOVOVA, 2012). Na saida da unidade de extrac&o, o fluido é
liberado para o estado gasoso e o soluto precipita-se e sua quantidade pode ser
avaliada (HUANG, SHI e JIANG, 2012). Se a temperatura € mantida constante, o
produto da separacédo € alcancado por despressurizacdo. Por outro lado, produtos
extraidos podem também ser separados do SC-CO, por aumento da temperatura, ou
de forma mais complexa, pela variacdo da temperatura e pressao, ou ainda por um
sélido que pode ser usado para promover a separacao por adsorcdo. Parametros
importantes de operacdo da EFS a serem considerados sédo a temperatura, pressao,
vazdo de CO, e a umidade do material a ser extraido (KARALE, DERE, HONDE,
2011).

E possivel, por meio da modelagem matematica, simular os problemas da
extracdo, dando a oportunidade de generalizar os resultados experimentais, e, se
bem sucedida, obter indicacdes sobre sistemas diferentes daqueles estudados.
Além disso, a modelagem matematica € util no desenvolvimento de procedimentos
de aumento de escala do laboratério a escala piloto e industrial. Para isto, varios
aspectos tém que ser considerados (REVERCHON e MARCO, 2006): 1) a estrutura
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do material sélido. O conhecimento dos aspectos botanicos e/ou microscopia éptica
ou microscopia eletrénica de varredura (MEV) do material sdo necessérios para
visualizar a sua estrutura. Por exemplo, as sementes sao essencialmente formadas
por estruturas especializadas que operam como pequeno recipiente contendo o
Oleo; 2) localizagdo dos compostos a serem extraidos. A distribuicdo do soluto no
interior do substrato solido pode ser muito diferente. As substéncias extraiveis
podem estar livres sobre a superficie do material sélido ou no interior da estrutura do
préprio material; 3) interacdes dos solutos com a matriz sélida. Dependendo das
interacdes entre 0s compostos e a estrutura solida, diferentes equilibrios podem
estar envolvidos; 4) integridade das estruturas. Parte dos compostos a ser extraida
pode estar proximo da superficie da estrutura, devido a ruptura de células durante a
moagem. Este caso é caracteristico de particulas de sementes trituradas, na qual
uma parte nao negligenciavel do 6leo € livre na superficie de particulas. Além disso,
alteracdes nas membranas podem ocorrer devido a secagem, liberando parte do
material soltvel; 5) forma das particulas. Assim, sua forma pode influenciar a difusao
do solvente supercritico, alterando qualitativamente e quantivamente a composicao

dos extratos.

2.1.6 Uso de cossolventes

Solubilidade é uma das propriedades termofisicas requeridas para o
planejamento do processo de extracao. A principal desvantagem do CO, supercritico
€ sua baixa polaridade, que faz com que a extracédo de substancias polares como o0s
polifendis, por exemplo, seja muito baixa. Problema este que pode ser resolvido com
o emprego de modificadores (cossolventes) para mudar a polaridade do fluido
supercritico e aumentar seu poder de solvatacdo para o analito de interesse
(HERRERO, MENDIOLA, CIFUENTES, 2010). Desta forma ocorre uma alta
solubilidade devido ao aumento de forcas de interacdo com o soluto e/ou por
aumento da densidade, e consequentemente, o poder de solvatacéo.

Dois procedimentos principais para estudar cossolventes ou modificadores em
EFS séo; o primeiro, e o mais comum, é a mistura do modificador com o fluxo de
CO,, enquanto que o segundo é uma mistura do modificador com a matéria-prima na
célula de extracdo. Este Ultimo esta sempre associado a um passo de extracao

7

estatico, em que o modificador, em contato intimo com a matriz, € capaz de
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substituir as moléculas de analito ligadas em centros ativos da matriz e liberta-las
para a fase de fluido supercritica (ROZZI e SINGH, 2002).

A adicao de relativamente pequenas percentagens (1-10%) de cossolventes ao
SC-CO; expande a gama de extragdo para incluir analitos polares. Os modificadores
podem também reduzir as interacbes analito-matriz melhorando a extracao
guantitativa das substéancias de interesse (BRAVI et al., 2007).

Segundo Melo, Silvestre e Silva (2014), dos 166 trabalhos pesquisados que
fizeram uso de cossolvente em matrizes vegetais, o etanol aparece em 53% deles e
o metanol vem em seguida com 21% (Figura 6). O etanol é um solvente inGcuo tanto
para saude humana quanto ao meio ambiente. Ele tem forte vantagem sobre o
metanol ou n-hexano, por exemplo, particularmente quando a EFS é dedicada a
industria alimenticia, farmacéutica ou de cosméticos. Além disto, o etanol é
substancialmente polar, o que significa que a adicdo de pequenas quantidades pode

aumentar expressivamente a polaridade do solvente supercritico.

outros, 7%

Misturas, 7%

n-hexano, 2%

Diclorometano, 3%
Oleos vegetais, 2%

Agua, 5% | '
x |

\
| Etanol, 53%

Metanol, 21%

Figura 6. Cossolventes mais utilizados em EFS a partir de matrizes
vegetais baseados em 166 publicagfes do banco de dados EFS.
Fonte: Melo, Silvestre e Silva (2014).

Para extracdo de compostos fendlicos, varios investigadores tem escolhido a
adicdo de modificadores tais como etanol, metanol ou a mistura destes, para facilitar
a extracdo destes compostos de diferentes plantas. No caso destes estudos, as
percentagens dos cossolventes utilizados foram de 2% (MURGA, RUIZ, BELTRAN,
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2000), 5% (GOLI, BARZEGAR e SAHARI, 2005), 10% (VARGAS, VARELA,
FERREIRA, 2010), 16,7% (PALMA, PINEIRO e BARROSO, 2001), 70%, e até
99,8% (CHANG, CHIU, CHEN, 2000). Marostica-Junior e colaboradores (2010)
afirmam que tanto etanol quanto metanol obtiveram resultados quantitativamente
similares. Etanol e metanol interagem com polifendis por meio de pontes de
hidrogénio, dipolo-dipolo e outras ligagdes, o que o0s tornam interessantes na
extracao destes compostos (LANG e WAL, 2001).

2.2 PLANEJAMENTO ESTATISTICO EM EXTRACOES

Um dos principais aspectos que deveriam ser considerados na EFS é a
otimizacdo da extracdo. O uso de valores otimos de diferentes variaveis
influenciando a extracdo pode significativamente aumentar a recuperacdo ou
rendimento da extracdo de um composto alvo. Com o objetivo de efetivamente
otimizar estas variaveis (temperatura, pressao, tempo, tipo e percentagem de
modificadores, por exemplo), diferentes abordagens devem ser aplicadas (Figura 7).
Estas estratégias podem ser agrupadas em estratégias de equilibrio de fases e
otimizacdo estatistica utilizando um planejamento experimental (HERRERO,
MENDIOLA, CIFUENTES, 2010). O uso de designs experimentais é uma das
estratégias mais comuns para realizar um método de extracdo robusto (BIANCHI e
CARERI, 2008).

Ferramentas de planejamento estatistico avaliam a importancia do efeito dos
solventes e suas misturas sobre os rendimentos de extratos, atividades
antioxidantes e teores de polifendis visando a otimizacédo do processo de extracao.
O design com matriz ortogonal (DMO) (TAGUCHI, 1986; TAGUCHI e KONISHI,
1987) é um planejamento fatorial fracionario que utiliza uma série de ensaios
atribuidos por matriz ortogonal. Este design pode reduzir consideravelmente o
numero de experimento porque quando o efeito de um fator € calculado, a influéncia
de outros é removida da analise (SHARIF, 2014). O DMO pode efetivamente ser
usado para estudar a influéncia de quatro fatores diferentes simultaneamente.
Adicionalmente, podem-se investigar os principais efeitos para experimentos onde
fatores incluidos ndo tem o mesmo numero de niveis (HERRERO, MENDIOLA,
CIFUENTES, 2010).
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Algumas das vantagens do DMO incluem o maior numero de informagdes por
experimento do que as abordagens néo planejadas, bem como a minimizacdo do
namero de ensaios e tempo para manter 0 custo experimental a um nivel minimo.
Ele ainda torna possivel o calculo das interacdes entre as variaveis experimentais
dentro do intervalo estudado levando a um melhor conhecimento do processo, e
facilita a determinacdo das condicfes operacionais necessarias para o0 aumento de
escala do processo (VICENTE, MARTINEZ e ARACIL, 2007). Varios trabalhos na
literatura (GHAFOOR, AL-JUHAIMI e CHOI, 2012; LIU et al., 2008; LIU, JIAO, LIU,
2013; WANG, YING, SUN, 2011) utilizaram esta metodologia para extracao
supercritica de compostos bioativos a partir de plantas. Estes autores alcancaram a
otimizacdo da extracdo supercritica, investigando também a relacdo entre as

variaveis e definindo a ordem de importancia dos fatores.

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos incorporam um vasto grupo de compostos

relacionados com o crescimento de plantas, desenvolvimento e defesa. Neste Ultimo
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caso formam-se em condi¢gOes de estresse como infecgdes, ferimentos e radiacéo
ultravioleta (BECKMAN, 2000). Estes compostos geralmente exibem uma
organolepsia ativa devida a sua contribuicdo para a cor e o sabor dos produtos
vegetais. Do ponto de vista estrutural, os compostos fendlicos possuem ao menos
um anel aromético com uma ou mais hidroxilas (MELO, SILVESTRE e SILVA, 2014).

Estdo amplamente distribuidos no Reino Vegetal e nos microrganismos,
fazendo parte do metabolismo animal. No entanto, os animais s&o incapazes de
sintetizar o anel aromatico, e os compostos fendlicos sdo produzidos em pequena
guantidade utilizando o anel benzénico de substancias presentes na dieta alimentar.
Ja o0s vegetais, e a maioria dos microrganismos, conseguem sintetizar o anel
benzénico. Assim, o anel benzénico pode ser usado para producdo de compostos
fenolicos (SIMOES et al., 2007).

Investigacbes objetivando a extracdo de compostos fendlicos de produtos
naturais tem atraido especial interesse. Isto principalmente devido a estes
compostos desempenharem um papel fundamental na prevencdo de doencas
cardiovasculares, certos tipos de cancer, diabetes, disfuncbes cerebrais, outras
condicbes associadas ao processo de envelhecimento; apresentar ainda efeito
antimicrobiano, antialergénico, antioxidante, antitrombético, entre outros
(BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; HEIM, TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002;
MANACH, MAZUR e SCALBERT, 2005; MIDDLETON, KANDASWAMI e
THEOHARIDES, 2000).

As propriedades antioxidantes tém sido atribuidas aos compostos fendlicos
devido a varios possiveis mecanismos, como sua habilidade de sequestrar radicais
livres, bloquear reacdes de radicais em cadeia, reduzir diretamente peroxidos e
estimular a atividade enziméatica de defesa (MAROSTICA-JUNIOR, LEITE e
DRAGANO, 2010). Os antioxidantes fenolicos mais comuns sao flavonoides, acidos
fendlicos, fendis simples, taninos, ligninas e tocoferéis (ANGELO e JORGE, 2007).

A classificacdo dos compostos fenélicos de acordo com o esqueleto carbdnico
basico pode ser observada no Quadro 2. Destes, os acidos fendlicos, flavonoides e
taninos sdo considerados como o0s principais compostos fendlicos da dieta alimentar
(KING e YOUNG, 1999).
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Quadro 2. Classificacdo dos compostos fenélicos de acordo com o esqueleto
carbdnico bésico.

Classe de compostos fenolicos Esq-ueleto
basico

Fendlicos simples, benzoquinonas C6
Acidos hidroxibenzoicos C6—C1
Acetofenonas, 4cidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides C6-C3
Naftoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antraquinonas C6—C2—-C6
Flavonoides, isoflavonoides C6—C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3),
Diflavonoides (C6-C3-C6),
Melaninas vegetais (C6)n
Ligninas (C6-C3)n
Taninos hidrolisaveis (C6-C1) n
Taninos condensados (C6-C3-C6) n

Fonte: Simdes et al. (2007).

Os é&cidos fenolicos sdo divididos em dois subgrupos, os acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos (Figura 8). Os acidos hidroxibenzoicos incluem
acido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido protocatéquico, acidos vanilico e
siringico, que em comum tém a estrutura C6-C1. Acidos hidroxicinamicos, por outro
lado, sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos (C3-C6),
sendo os mais comuns: acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico e acido
sinapico (SIMOES, SCHENKEL, GOSMANN, 2007). A atividade antioxidante dos
acidos fenodlicos aumenta com o aumento do grau de hidroxilacdo, como é o caso do
acido galico que possui trés hidroxilas, e mostra uma alta atividade antioxidante. No
entanto, a substituicdo dos grupos hidroxilas na posicéo 5 e 3- com grupos metoxilas
como em &acido siringico reduz a atividade (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA,
1996).

Os flavonoides fazem parte de um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Eles representam mais da
metade dos compostos fendlicos que ocorrem naturalmente (BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006; SIMOES, SCHENKEL, GOSMANN, 2007). Os

flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, que consiste de quinze atomos
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de carbono, dispostas em configuragdo de C6-C3—-C6. A estrutura quimica dos
flavonoides consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 9).
Variacdes nos padrbes de substituicdo do anel C resultam nas principais classes de
flavonoides como, por exemplo, flavondis, flavonas, flavanonas, flavan-3-ol (ou
catequinas), isoflavonas e antocianinas (HOLLMAN e KATAN, 1999) (Figura 10).

O.__OH O.__OH O.__OH
(A)
3
HO OH ‘ TS O A
OH OH

OCH
Acido galico Acido protocatéquico Acido siringico
(B) " ©
N
HO HO
Acido p-cuméarico Acido cafeico o
O H.CO
3 T Nop
H.CO X |
OH o
o7
HO OCH;
Acido ferulico Acido sinapico

Figura 8. Exemplos de 4cidos hidroxibenzdicos (A) e hidroxicinamicos (B).
Fonte: Balasundram, Sundram, e Samman (2006).

Figura 9. Nudcleo fundamental dos
flavonoides e sua numeracéo.
Fonte: Sim&es et al. (2007).
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CH O OH
Flavanona Flavan-3-ol
HO @]
HO ot ‘
X |
99
OH
CH O ‘
CH OH
Antociani Isoflavona
ntocianina OH
HO ‘ OH‘ ‘ HO l o O
OH O oH ©
Chalcona Aurona

Figura 10. Estrutura geral de algumas das principais classes de flavonoides.
Fonte: Hollman e Katan (1999).

A relacéo estrutura-atividade dos flavonoides é geralmente mais complicada do
gue a dos acidos fendlicos devido a relativa complexidade das moléculas dos
flavonoides. Algumas das caracteristicas estruturais e a natureza das substituicbes
nos anéis B e C determinam a atividade antioxidante dos flavonoides. Alguns fatores
importantes incluem o grau de hidroxilacédo e as posi¢6es dos grupos -OH do anel B,
a ligacdo dupla entre C-2 e C-3, conjugado com o grupo 4-oxo no anel C aumenta a

capacidade de captura de radicais por flavonoides, e a ligagéo dupla entre C-2 e C-
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3, combinado com um 3-OH, em anel C, também aumenta a capacidade de captura
de radicais ativos (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006; PIETTA, 2000).

Taninos sdo substancias fendlicas solUveis em dgua com massa molecular
entre 500 e 3000 Dalton, as quais apresentam a habilidade de formar complexos
insollveis em agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Esta complexacao é
a base para algumas de suas propriedades biolégicas como controle de insetos,
fungos e bactérias e outras atividades farmacolégicas (SIMOES, SCHENKEL,
GOSMANN, 2007).

Classicamente, segundo a estrutura quimica, os taninos sdo classificados em
dois grupos, hidrolishveis (galotaninos e elagitaninos) e condensados
(proantocianidinas) (Figura 11). Os taninos hidrolisaveis s@o caracterizados por um
poliol central, geralmente (-D—glicose, cujas funcdes hidroxilas sdo esterificadas
com o acido galico. Os taninos elagicos sdo muito mais frequentes que os galicos, e
€ provavel que o sistema bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultante da
ligacdo oxidativa entre dois acidos galicos. S&o amplamente encontrados no reino
vegetal, os taninos condensados ou proantocianidinas, sendo polimeros de flavan-3-
ol e/ou flavan-3,4-diol (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006; SIMOES,
SCHENKEL, GOSMANN, 2007) (Figura 12).

A maioria dos compostos fendlicos é sensivel, instavel e muito susceptivel a
degradacédo. Os maiores fatores de degradacdo sdo temperatura, a presenca de
oxigénio e luz. Por isto é importante entender os fatores que influenciam a
estabilidade de polifendis e identificar métodos apropriados de extracdo para
controle da degradacédo oxidativa destes compostos, para evitar a ocorréncia de
reacdes indesejadas como hidrélise, oxidacdo, degradacdo e rearranjo
(MAROSTICA-JUNIOR, LEITE e DRAGANO, 2010).

Diversos taninos tém mostrado possuir efeitos protetores contra o cancer,
como a epigalocatequina-3-galato do cha verde (SUGISAWA et al.,, 2004),
teafulvinas e teaflavinas do cha preto (DHAWAN et al., 2002) e procianidinas de
sementes de uvas (LU et al., 2004). Todas estas substancias estdo sendo estudadas
na quimioprevencdo do cancer (LAMBERT e YANG, 2003). Em varios modelos
experimentais de Ulceras gastricas, 0s taninos apresentaram uma atividade
antioxidante, promoveram reparacdo do tecido, exibiram efeitos anti-Helicobacter

pylori e ainda mostraram-se envolvidos com processos anti-inflamatérios. A
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501 presenca de taninos explica os efeitos antitlcera de muitas drogas vegetais usadas

502 popularmente (JESUS et al., 2012).

(A) HOE ii oH O>/©:OH

OH

CH

(B)

Figura 11. Exemplos de taninos: (A) Tanino hidrolisavel (B-1,2,3,4,6-pentagaloil- p-D-

glucose); (B) Tanino condensado (epicatequina-(43—8)-catequina).
Fonte: Simdes, Schenkel e Gosmann (2007).

Flavan 3-ol Flavan 3,4-diol

O

§ ° OH OH

Figura 12. Mon6metros basicos de taninos condensados.
Fonte: Sim&es et al. (2007).
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Acredita-se que as atividades farmacolégicas dos taninos sao devidas a trés
caracteristicas que incluem, a complexacdo com ions metélicos, atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar com
outras moléculas (HASLAM, 2005).

2.4 ANTIOXIDANTES

Radicais livres podem ser derivados de oxigénio (ROS- espécies reativas de
oxigénio) ou derivados do nitrogénio (RNS- espécies reativas de nitrogénio). As
moléculas derivadas do ROS sdo: anion superéxido (O,°), hidroxila (OH®),
hidroperoxil (HO,®), peroxil (ROO®), alcoxil (RO®), como radicais livres, e peréxido de
hidrogénio (H2O,) como n&o radical. Apesar de ndo ser um radical livre, pela
auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, o H,O, € um metabalito
do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacdo que produz o OH"®.
Espécies oxidantes derivadas do nitrogénio séo, principalmente, éxido nitrico (NO®),
diéxido de nitrogénio (NO:®), anion peroxinitrito (ONOQ) e tridxido dinitrogénio
(N2O3) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SHEKHAR, HOWLADER e KABIR,
2016).

O stress oxidativo € definido como uma producdo excessiva de espécies
oxigenadas/nitrogenadas reativas que nao podem ser neutralizadas pela acdo de
antioxidantes, mas também como uma incapacidade do organismo em neutralizar
estas espécies reativas pelo sistema de protecao antioxidante (PISOSCHI e POP,
2015). Esta condicdo resulta em danos aos biopolimeros incluindo acidos nucleicos,
proteinas, &cidos graxos poli-insaturados e carboidratos. Portanto o0 estresse
oxidativo esta associado ao aparecimento de doencas, incluindo cancer (KINNULA e
CRAPO, 2004; SINGH et al.,, 2016), doencas cardiovasculares (KIKUCHI et al.,
2013; ROBERT e ROBERT, 2014), desordens neurolégicas (KHAN et al., 2016; LI et
al., 2013; SAS et al., 2007), doenca de Alzheimer (BONDA et al., 2014; BONDA et
al., 2010; SMITH et al., 2009), doenca de Parkinson (BOLNER et al., 2016;
SARRAFCHI et al., 2016), envelhecimento (AHSANUDDIN, LAM e BARON, 2016;
LIAO e KENNEDY, 2016; MAURYA et al., 2016; MIGLIORE e COPPEDE, 2009) e
aterosclerose (NIKI, 2011; SINGH, DEVI e GOLLEN, 2015; SINGH e JIALAL, 2006).
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Antioxidantes s&o compostos ou sistemas que podem interagir de forma segura
com radicais livres e terminar a reacdo em cadeia antes que as moléculas vitais
sejam danificadas, isto €, sdo capazes de atrasar ou impedir a oxidagcdo do subtrato
(OROIAN e ESCRICHE, 2015). Para isto, eles podem utilizar varios mecanismos: 1)
eliminacdo de espécies que iniciam a peroxidacdo, 2) quelacao de ions metalicos de
modo que eles sejam incapazes de gerar espécies reativas ou decompor peroxidos
lipidicos, 3) extingdo O°, evitando a formacéo de peroéxidos, 4) quebra da reacdo em
cadeia auto-oxidativa, e/ou 5) reducao das concentracdes localizadas de O, (ASIMI,
SAHU e PAL, 2013).

Antioxidantes naturais s&do considerados seguros e tém aceitacdo do
consumidor em comparacdo aos antioxidantes sintéticos (ASIMI, SAHU e PAL,
2013). Os compostos antioxidantes tais como &cidos fendlicos, polifendis e
flavonoides sequestram as espécies reativas de oxigénio e, assim, inibem os
mecanismos oxidativos que conduzem a inUmeras doencas como as ja citadas
(NOGUCHI, 1999; OROIAN e ESCRICHE, 2015).

A atividade antioxidante ndo deveria ser concluida baseada em um Uunico
modelo de teste antioxidante devido a natureza complexa dos compostos
fitoquimicos. Na pratica, diversos métodos antioxidantes séo utilizados para
determinar a atividade antioxidante in vitro. Os antioxidantes agem por mecanismos
variaveis e nenhum ensaio pode abranger os diferentes modos de acédo do
antioxidante. Portanto, é dificil comparar totalmente um método com o outro (ALAM,
BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013; BADARINATH et al., 2010). Dependendo das
reacdes envolvidas, estes ensaios podem ser classificados de forma genérica em
dois tipos (Quadro 3), os ensaios baseados em reacdes de transferéncia de um
atomo de hidrogénio (HAT) e ensaios baseados na transferéncia de elétrons (ET)
(CHANDA e DAVE, 2009; HUANG, OU e PRIOR, 2005).

O ensaio com cubeta convencional de atividade sequestradora de radical vem
sendo substituido desde 2008 pelo ensaio em microplaca de 96 pocos. O ensaio em
cubeta utiliza o espetrofotbmetro UV-visivel para visualizar a absorvancia. Ja o
ensaio em microplaca utiliza leitor de placas ELISA para isto. O primeiro método é
fastidioso, consome muito tempo, permite que apenas uma amostra seja lida por vez
e exige grande quantidade de reagente. O segundo método |é inUmeras amostras de
uma vez, mesmo com repeticdes, com pequena quantidade de reagente e com
economia de tempo (BADARINATH, RAO, CHETTY, 2010).
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Quadro 3. Classificacdo dos métodos antioxidantes in vitro em relagdo aos seus
mecanismos de acdo antioxidante

Métodos de Transferéncia de 4tomo de Hidrogénio (HAT)

Orac= Capacidade de absorvancia do radical oxigénio

LPIC= Ensaio da capacidade de inibicao da peroxidacao lipidica

Trap= Parametro antioxidante da captura total do radical

IOC= Consumo inibido de oxigénio

Clareamento da crocina (bleaching)

Atividade sequestradora de radicais hidroxilas por p-NDA (anilina p-butrisidunetil)
Eliminacéo de radicais H,0,

Método de eliminacdo do radical ABTS (2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-
sulfénico)

Sasa= Eliminacédo de radicais superdxidos por alcalis

Métodos de transferéncia de elétrons (ET)

Teac= Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox

Frap= Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro

Ensaio de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
Cuprac=Capacidade de reducéo do cobre (II)

Fendis totais por Folin-Ciocalteu

Ensaio do DMPD (N, N-dimetil-p-fenilenodiamina)

Fonte: Badarinath et al. (2010)

Geralmente testes antioxidantes in vitro utilizando captura de radicais livres
sao relativamente simples de executar. Dentre estes o método DPPH é rapido,
considerado simples por ndo envolver muitas etapas e reagentes, e de baixo
custo em comparacao a outros testes. A acessibilidade estérica do radical DPPH
€ um dos principais determinantes da reacdo, uma vez que pequenas moléculas,
que tém maior acesso ao sitio do radical, tém relativamente maior capacidade
antioxidante (MAGALHAES et al., 2008). Por outro lado, muitos compostos
grandes que reagem rapidamente com o radical peroxil podem reagir lentamente
ou pode até ser inerte neste ensaio. Por outro lado o ensaio de descoloragdo do
ABTS ¢é aplicavel em antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos (ALAM, BRISTI e
RAFIQUZZAMAN, 2013). As caracteristicas de alguns métodos antioxidantes in

vitro sdo mostrados no Quadro 4.
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Quadro 4. Resumo das caracteristicas dos métodos antioxidantes in vitro.

Método Antioxidante | Simplicidade Ins:;uqmugﬂga:ao Rgifl\ézri]g;a Mecanismo requurgﬁgo
Orac ++ + +++ HAT ++
Trap - - +++ HAT +++
Frap +++ +++ - ET -
Teac + + - ET —

Fendlicos Totais por . _ _ ET N

Folin-Ciocalteu

Autografia por CCD +++ + -—= ET, HAT —-—=

Ensaio de atividade

L - - +++ HAT +++
antioxidante celular
Cuprac +++ +++ -—= HAT +
Andlise fluorométrica ++ ++ + HAT +
Quimioluminescéncia L . . HAT i
aprimorada
ABTS + + + HAT +

+, ++, +++= Caracteristica desejavel a altamente desejavel;
-, ——, ———= Caracteristica indesejavel a altamente indesejavel.
HAT= Método de transferéncia de atomo de Hidrogénio; ET= Método de transferéncia de elétrons; Orac=
Capacidade de absorvancia do radical oxigénio; Trap= Pardmetro antioxidante da captura total do radical; Frap=
Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro; Teac= Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox; Cuprac=
Capacidade de redugéo do cobre (ll); ABTS= (2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)).
Fonte: adaptado de Badarinath et al. (2010).

Devido a complexidade da composicédo dos produtos naturais, a separacdo de
cada composto antioxidante e seu estudo individual € custoso e ineficiente, nao
abrangendo ainda as possiveis interacfes sinérgicas entre 0S COmMpostos
antioxidantes presentes nas plantas (BADARINATH, RAO, CHETTY, 2010).

2.5 ANTIMICROBIANOS

O uso indiscriminado e indevido de farmacos antimicrobianos no tratamento de
infeccBes bacterianas levou ao surgimento e disseminacdo de cepas bacterianas
resistentes (MIKULASOVA, CHOVANOVA e VAVERKOVA, 2016). O surgimento e a
propagacdo de bactérias resistentes aos medicamentos continuam sendo uma
ameaca para a saude publica no tratamento de infec¢cdes bacterianas. O rapido
aumento do numero destes microrganismos patogénicos resistentes aos antibioticos
aliado a baixa taxa de desenvolvimento e introducdo de novos antimicrobianos
representam um grande desafio para a medicina humana em todo o mundo
(CHUKWUJEKWU e VAN STADEN, 2016). Isto tem provocado a reducao da eficacia




596
597
598
599
600
601
602

603
604
605
606
607

46

dos tratamentos e aumento da morbidade, mortalidade, e de custos de cuidados de
salde (COAST, SMITH e MILLAR, 1996; FERNANDEZ e HANCOCK, 2012). A
Figura 13 aborda dados estatisticos sobre as doencas que causam mais mortes
anualmente no mundo e a perspectiva futura no que diz respeito a resisténcia a
antimicrobianos. Smith e Coast (2013) afirmam que para calcular o verdadeiro 6nus
econdmico de resisténcia, tem-se que considerar 0s encargos associados ao fato de

nao se ter medicamentos antimicrobianos eficazes.

Resisténcia a antimicrobianos
em 2050

10 milhdes

Tétano
60.000

Acidentes de

transito Cancer
1,2 milhdo ) ; v 8,2 milhdes
Resisténciaa '
antimicrobianos-
atual - 700.000
Sarampo Colera
130.000 100.000 -
120.000
Doencas )
Diarreicas Diabetes
1.4 milhdo 1,5 milhdo

Figura 13. Mortes atribuidas todo ano associadas a resisténcia a
antimicrobianos, comparado as maiores causas de morte. Dados obtidos
entre 0os anos 1990 a 2014. Projecdo de mortes por resisténcia a
antimicrobianos para 2050.

Fonte: Review on Antimicrobial Resistance (Antimicrobial resistance:
tackling a crisis for the health and wealth of nations, 2014)

Os principais mecanismos da resisténcia bacteriana a antimicrobianos séo: (1)
inativacdo  enzimatica  (B-lactamases ou enzimas modificadoras de
aminoglicosideos), (2) mutacdes que alteram o alvo intracelular para um dado
antimicrobiano, (3) reducdo da concentracdo intracelular do antibiético por

mudancas na permeabilidade da membrana ou por superexpresséo de bombas de
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efluxo, que jogam os antimicrobianos para o exterior da célula microbiana
(FERNANDEZ e HANCOCK, 2012).

Bombas de efluxo bacterianas, um tipo de resisténcia intrinseca observadas
em muitas bactérias, sao proteinas integrantes da membrana plasmética com
funcBes excretoras. Elas expulsam compostos toxicos produzidos a partir de seus
proprios processos metabdlicos. Ao mesmo tempo, elas sdo capazes de reconhecer
agentes nocivos, tais como antibioticos, corantes, solventes organicos e
detergentes, e expulsa-los antes de alcancar os seus objetivos. Sistemas de efluxo
bacterianos podem ser especificos, expulsando apenas um antibiético ou uma
classe de antibidticos, ou ainda sdo capazes de promover a extrusao de varias
classes de compostos antimicrobianos, sendo designado como bombas de efluxo de
resisténcia a multiplos farmacos (KUMAR e SCHWEIZER, 2005). A descoberta e
desenvolvimento de agentes que inibam a atividade de transporte de bombas de
efluxo, e que poderiam ser usados em combinag&do com antibidticos existentes, tém
motivado a busca por compostos sintéticos ou naturais que atuam como inibidores
de bombas de efluxo (EPIs) (MIKULASOVA, CHOVANOVA e VAVERKOVA, 2016).

As plantas produzem um amplo espectro de metabolitos secundarios que séo
utilizados como mecanismos de defesa contra invasores patogénicos (DIXON,
2001). Varios estudos estdo sendo conduzidos na busca de novos agentes
antimicrobianos, extraidos de plantas, para que possam ser utilizados em produtos
farmacéuticos, cosméticos e na inddstria alimenticia, ja que essas plantas podem
apresentar baixa toxicidade, além do facil acesso pelas comunidades carentes e
serem de baixo custo (COSTA et al., 2008). Identificou-se ainda que alguns
compostos de plantas, ndo sdo necessariamente antimicrobianos ativos, mas que
poderiam diminuir a resisténcia de patégenos aos antibioticos, quando administrados
em conjunto destes (MIKULASOVA, CHOVANOVA e VAVERKOVA, 2016). Assim,
as pesquisas utilizando plantas caminham no sentido de ndo apenas verificar seu
potencial antimicrobiano, mas também como fonte de compostos que possam mudar
essa acao (JUNIOR et al., 2016). Desta forma, estudos tém demonstrado o uso de
extratos de plantas, ou seus compostos isolados, atuando como inibidores da
extrusdo desses antimicrobianos pela célula bacteriana (BRAGA et al., 2005;
CHITEMERERE e MUKANGANYAMA, 2011; ETTEFAGH et al., 2011; ROY et al.,
2013).
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Chukwujekwu e van Staden (2016) investigaram a atividade antimicrobiana de
extratos de plantas bem como a interac@o delas com antiobiotico selecionados frente
a linhagens bacterianas antiobiotico-resistentes. Estes extratos aumentaram as
atividades de alguns dos antibioticos clinicamente ineficazes contra duas bactérias
Gram-negativas, isto €, estes extratos tenderam a reverter a resisténcia
antimicrobiana.

Diversos estudos tém demonstrado a atividade antibacteriana de extratos de
semente de guarana. Estes extratos podem ser empregados como alternativa ao
controle da placa dental (BARBOSA e MELLO, 2004), demonstrou atividade frente a
bacteria cariogénica Streptococcus mutans (YAMAGUTI-SASAKI, ITO, CANTELI,
2007) e bactéria antibiético-resistente, como é o caso do Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MARQUES, PANIZZON, AGUIAR, 2016), aléem de apresentar
esta acao frente a varias outras cepas de bactéria e fungos (BASILE, FERRAR, DEL
PEZZO, 2005; MAJHENIC, SKERGET e KNEZ, 2007).

Portanto, diante deste cenario atual, ha uma preocupacdo concernente a
resisténcia bacteriana e com a busca por novos agentes antimicrobianos por muitos

grupos de pesquisa, voltados para a quimica medicinal e farmacologia.



3. CAPITULO 1: Paullinia cupana: uma
planta multifuncional — uma revisao
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Resumo

As sementes de guarana Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae, possuem diversas
fungbes farmacologicas descritas na literatura como antimicrobiana, antioxidante,
hepatoprotetora, anticarcinogénica, emagrecedora, estimulante, cognitiva, entre
outras. Muitas destas acdes sdo em decorréncia, provavelmente, do alto teor de
metilxantinas e taninos de suas sementes. O Brasil, maior produtor mundial de
guarana, utiliza a maioria de sua producdo para industria de refrigerantes, e em
menor quantidade para a de cosmético e farmacéutica. Apesar da regido Amazonica
ter a maior area plantada, a maior producao (71%) vem do estado da Bahia, Brasil.
Este trabalho discorre principalmente sobre todas as possibilidades de acdes
farmacoldgicas ja investigadas do guarana, além de trazer novos topicos como
toxicologia e controle de qualidade das sementes e seus extrativos. Além disto, uma
ampla discussédo sobre a forma de preparacdo da droga vegetal e/ou seus extratos
foi abordada, enfocando a importancia de sua padronizacdo e como estes fatores

vao impactar diretamente nas propriedades farmacoldgicas dos extratos do guarana.
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3.1l.Introducéo

O guarana impressiona pela versatilidade de a¢bes farmacoldgicas atribuidas a
esta planta (BITTENCOURT et al., 2014; BITTENCOURT et al., 2013; DEL GIGLIO
et al., 2013b; HERTZ et al., 2015; KOBER et al., 2015; MACHADO et al., 2015;
MATSUURA et al., 2015; PORTELLA et al., 2013; RANGEL, MELLO e AUDI, 2013;
RONCON et al., 2011). Ha centenas de anos cultivada e muito utilizada pelos indios,
hoje é explorada comercialmente principalmente pela industria de refrigerantes, mas
também por outras industrias como de cosmeéticos e farmacéutica.

Em 2013, dois trabalhos (HAMERSKI, SOMNER e TAMAIO, 2013; SCHIMPL et
al., 2013) se debrucaram em dar uma visdo geral sobre o guarana, principalmente
sobre suas propriedades farmacologicas e muito se estuda sobre a cafeina do
guarana, seus beneficios e maleficios (BECK, 2005; NAWROT et al., 2003; NYSKA
et al., 2005; TFOUNI et al., 2007). Mas o fato € que existem muitos aspectos a
serem abordados ainda sobre este assunto. O guarana possui grande quantidade de
taninos que apresentam os mais diversos efeitos farmacologicos (DALONSO e
PETKOWICZ, 2012; PELOZO, CARDOSO e MELLO, 2008; SOUSA et al., 2010;
YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Estas atividades estdo relacionadas com a
composic¢ao quimica destes extratos decorrentes das diversas formas de extracao, e
é fundamental que o controle de qualidade da droga vegetal e a padronizacdo dos
extratos, ainda muito pouco explorados na maioria dos trabalhos cientificos, facam
parte das discussdes nos trabalhos. Comumente as sementes de guarana sao
utilizadas por meio de uma simples dissolu¢cédo de pé em agua da semente torrada e
moida isolada ou em associacdo com outras drogas vegetais, que sao encontradas
comercialmente. Por outro lado com extracGes tradicionais, fracionarias ou ainda
supercriticas é possivel até mesmo selecionar os compostos bioativos extraidos
(MARQUES et al., 2016), causando uma variedade de efeitos farmacologicos ainda
longe de ser esgotada.

O objetivo desta revisdo € apresentar o atual estado da arte do guarana, por
meio da sua producdo, das substancias quimicas identificadas e caracterizadas a
partir de suas sementes. Como foco principal, exaurir o que foi publicado sobre o
guarana, a respeito de suas possiveis acdes farmacologicas. Além disto, apresentar

novos e importantes topicos como toxicologia, controle de qualidade da droga
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vegetal e extrativos, acrescido de uma ampla discussdo sobre a forma de

preparacao de extratos e sua padronizacao.

3.2 Histérico

A planta do guarand ja é conhecida ha muito tempo, antes da conquista da
América. Ela foi domesticada nas florestas interfluviais entre o baixo rio Tapajés e o
baixo rio Madeira na Amazobnica Brasileira (SMITH e ATROCH, 2007). Os indios
Maués do Brasil descobriram esta fruta e chamaram-na de guarana. Eles foram os
primeiros consumidores da bebida de guarana (KURI, 2008). Os frutos de guarana
sdo de cor laranja, com capsulas vermelhas que contém sementes pretas,
parcialmente cobertos por arilos brancos. O contraste das cores do fruto
parcialmente abertos confere a aparéncia de globos oculares que da crédito a lenda
(Figura 3.1A). E atribuido a esta tribo, a lenda de origem da domesticacdo do
guarana. Este mito traz um deus malévolo que atrai um filho querido da aldeia para a
selva e o mata por ciumes. O povo da aldeia encontra o filho morto, deitado na
floresta. Um deus benevolente consola a aldeia com um presente sob a forma de
guarana. Ele arranca o olho esquerdo da crianca e o planta na floresta, onde se
torna a variedade selvagem de guarana. O olho direito é plantado na aldeia, que
brota e produz frutos que se assemelham ao olho de crianca (BECK, 2005).

A primeira descricdo escrita do guarana foi feita por um missionario jesuita
chamado Joéo Felipe Betendorf, em 1669. O missionario ao penetrar na Amazonia
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, outros relatos trazem o uso do guarana no
combate a diarreias e para atenuar os riscos do calor (HENMAN, 1982; SMITH e
ATROCH, 2007). A partir dai, muitas caracteristicas desta planta passaram a ser
exploradas e pesquisas em torno da constituicAo quimica ganharam espaco
(HENMAN, 1982). Devido a ampla utilizacdo do guarana, principalmente decorrente
de seu efeito estimulante do sistema nervoso central, o mesmo foi descrito
oficialmente na Farmacopeia Brasileira de 1977 (BRASIL, 1977).

A primeira substancia do guarana foi isolada em 1826, chamada inicialmente
de guaranina, uma tetrametilxantina idéntica a cafeina, além de teofilina e
teobromina. Com estudos mais aprofundados, os pesquisadores passaram a atribuir

as propriedades medicinais do guarand as varias xantinas e na quantidade
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expressiva de taninos presentes na planta (HENMAN, 1982). Os efeitos estimulantes
do guarana sdo mais duradouros do que os efeitos do café aparentemente porque

Nno guarana estao presentes os taninos.

Figura 3.1 Os frutos e sementes de guarana. A) Frutos de cor
laranja com cépsulas vermelhas contendo sementes pretas
parcialmente cobertas por arilos brancos; B) De baixo para cima:
sementes recém-coletadas recobertas parcialmente por arilos,
sementes secas e torradas em poO, sementes torradas ainda

integras.
Fonte: do autor (2012)

3.3 Cultura e Processamento

O Brasil €, praticamente, 0 Unico produtor de guarana no mundo. O guarana €
originario da Amazobnia, encontrado inicialmente na parte sudeste do Estado do
Amazonas (AM), em Maués e Parintins (CORREA, 1984; MACHADO, 1946),
existindo em abundancia na regido de Maués, a 250 km de Manaus. Pode ser
encontrado também em pequenas areas da Amazonia Venezuelana. Nas Ultimas
décadas, seu cultivo tem sido incentivado em outras areas, sobretudo nos vales dos
rios Purus, Tapajés (AM), nos Estados do Para, Acre e Rondbnia, na regido
cacaueira da Bahia (BA) entre Salvador e llhéus, no Vale do Ribeira em Séo Paulo e
na regido de Alta Floresta, Mato grosso (MT) (CORREA, 1984: DUKE, 1987;
HENMAN, 1982; SUFRAMA, 2003).
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Em 1974, a producdo nacional, proveniente de Maués e das demais zonas
produtoras do Estado do Amazonas foi calculada em torno de 180 a 200 toneladas
de sementes secas, enquanto que, em 1977, um estudo realizado por Tocchini e
colaboradores observou um aumento na producéo, para 300 toneladas de sementes
secas (NAZARE e FIGUEIREDO, 1982). Em 2003, a producéo foi estimada em torno
de 4.300 toneladas por ano (SUFRAMA, 2003). No entanto, devido a sua
significativa exploracdo econ6mica, a producdo ndo atendeu a demanda o que
tornou constante o risco de adulteracdes.

Até os anos 1980, a cidade de Maués (AM) foi o lider indiscutivel na producao
de guarana, com 90% da produc¢éo de pequenos produtores no Brasil. No entanto, a
expansdo da utilizagcdo comercial das sementes levou milhares de agricultores no
Sul da Bahia, reconhecidamente como area de crescimento do cacau, a plantarem o
guarana (Quadro 3.1). Isto ocorreu principalmente devido ao uso do extrato de
guarana em refrigerantes e pelas industrias, farmacéutica e de beleza.

Um estudo de campo, realizado em 2008, no municipio de alta Floresta (MT),
regido a qual proporciona caracteristicas ideais de clima e solo para o cultivo dessa
fruta nativa da Amazobnia, encontra-se cerca de quarenta dos principais produtores
de guarana no Brasil. Alguns autores relataram que as plantacfes de guarana no
estado do Mato Grosso ocupavam aproximadamente 89,6 ha, dos quais 46,8 ha
estavam no setor oeste de Alta Floresta (GOUVEIA et al., 2012).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE,
2016), as plantacdes de guarana no pais ocupavam aproximadamente 15.043 ha em
2015, dos quais 8.113 ha encontravam-se no Estado do Amazonas (AM), 6.500 ha
na Bahia (BA) e 361 ha no Mato Grosso (MT). O Estado do Amazonas e Babhia,
juntos representam 93% da area de crescimento do guarana no Brasil no ano de
2015. Apesar do estado do Amazonas ter a maior area plantada a maior producao
vem da Bahia (71%) devido ao seu alto rendimento (Quadro 3.1).

Apesar do aumento do interesse no guarana por suas propriedades medicinais
e estimulantes, por consequéncia pelo setor industrial alimenticio, farmacéutico e de
cosméticos, na ultima década houve um crescimento significativo na area plantada,
porém os valores de rendimento médio, que leva em consideracdo a producédo pela

area plantada, continuam similares (Quadro 3.2).
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Quadro 3.1 Area, Producdo e Rendimento médio na Safra de guarana no ano de 2015.

Estado Area Area colhida  Producdo (t) Rendimento médio
plantada (ha) (kg ha™)
(ha)
Acre 6 4 2 500
Amazonas 8.113 4.912 855 174
Para 63 25 13 520
Bahia 6.500 6.500 2.600 400
Mato Grosso 361 325 188 578
Total 15.043 11.766 3.658 2.172

Fonte: IBGE (2016).

Quadro 3.2 Area, Producéo e Rendimento médio de guarana no Decénio (2006-2015).

Ano Area plantada Area colhida Producéo Rendimento
(ha) (ha) (t) médio
(kg ha™)
2006 13.356 13.039 2.989 229
2007 13.210 13.144 3.388 258
2008 15.321 14.904 3.056 205
2009 15.278 15.271 4.604 301
2010 13.980 10.552 3.739 354
2011 14.382 10.989 4.151 378
2012 13.998 11.489 3.794 330
2013 13.916 11.269 3.662 325
2014 13.278 11.348 3.588 316
2015 15.043 11.766 3.658 311

Fonte: IBGE (2016).

O guarana é muito utilizado na industria alimenticia na forma de xaropes,
extratos e destilados, empregados principalmente como agentes flavorizantes e
como uma fonte de cafeina pela industria de refrigerantes (DUKE, 1987; HENMAN,
1982).

A grande importancia econémica do guarana esta relacionada com o uso em
bebidas. Somente a Ambev (Companhia de Bebidas das Américas) absorve 70% do
guarana em sementes anualmente produzido em Maués, AM. O restante de toda a
producdo € destinado a industria de fitofarmacos (30%) e a exportacao,
principalmente para o Japao e Estados Unidos (SUFRAMA, 2003). Durante a gestéo
do presidente Emilio Garrastazu Médici (1905-1985) foi assinado a Lei n. 5.823 de

14.11.1972, conhecida como a Lei dos Sucos, que foi regulamentada pelo Decreto-
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Lei n. 73.267, de 6.12.1973. Essa lei estabeleceu quantitativos de 0,2 grama a 2
gramas de guarana para cada litro de refrigerante, e de 1 grama a 10 gramas de
guarana para cada litro de xarope (HOMMA, 2014). Este fato provocou uma grande
demanda pelo produto, devida a crescente producdo de refrigerantes de guarana,
incentivando seu cultivo e técnicas agricolas que melhorem a sua producao.

Como o consumo do guarand pelas industrias de refrigerantes, farmacéutica,
guimica e de cosméticos tem crescido a cada dia, 0 mercado € promissor para 0s
agricultores.

Um fator limitante da producao e expansao da guaranicultura no Amazonas € a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola (Albug.) considerada
uma doenca importante na cultura. Diversos estudos avaliam a diversidade genética
de C. guaranicola (BENTES e NETO, 2011; BENTES e MATSUOKA, 2002;
DUARTE, ALBUQUERQUE e CORREA, 1995) com o intuito de fornecer subsidios
para 0 manejo da doenca e melhoramento da cultura. Devido a presenca de
diferentes tipos de leséo e a evolucao da doenca nos foliolos infectados, um estudo
foi feito com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de diferentes tipos na
populacdo do patdogeno. Oito tipos de patdégenos foram obtidos a partir de
isolamentos monospéricos oriundos de lesdes formadas em foliolos jovens de
diferentes plantas de guaranazeiro (DUARTE, ALBUQUERQUE e CORREA, 1995).
Bentes e Neto (2011) relataram a variabilidade genética de vinte isolados obtidos a
partir de plantas infectadas em cultivos de guaranazeiro.

Bogas e colaboradores (2015) sugerem que antracnose pode reestruturar
comunidades bacterianas endofiticas, selecionando certas estirpes na filosferas de
P. cupana. A compreensao destas interacdes € importante para o desenvolvimento
de estratégias de biocontrole para Colletotrichum. Outro estudo (SILVA et al., 2016)
realizou o isolamento de bactérias endofiticas das sementes de guarana e testou a
atividade antagonista destas bactérias frente ao agente da antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides). Estes autores sugerem que estas bactérias podem
ser aplicadas para aumentar o crescimento da planta e a resisténcia a antracnose.

Adicionalmente, variedades de guarana estdo sendo pesquisadas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) para aumentar sua
producdo e resisténcia a doencas. Variedades resistentes a antrachose (por
exemplo, a cultivar BRS Marabitana e guarand BRS Sateré) foram lancadas em

2013. A expectativa para o futuro é que se eleve em até 40% a producdo de guarana
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da Amazbnia sem necessidade de desmatar mais a floresta. Além disto, foi
desenvolvido um maquinério para despolpamento do guarand sem a necessidade de
fermentacédo (SANTOS, 2014).

3.4 Caracteristicas botéanicas

O nome oficial atualmente aceito para o guarana é Paullinia cupana Kunth,
Sapindaceae, segundo o The Plant List (The Plant List, 2013). Também € aceito
como sindnimo Paullinia sorbilis Mart. (FORZZA, 2010; FUNK et al., 2007). O nome
cientifico vem de Christian Franz Paullini, um botéanico alemdo e médico que viveu
no século 18 (1643-1712), que pela primeira vez classificou o guarana, apesar desta
planta j& ser cultivada ha centenas de anos na Amaz6nia brasileira (KURI, 2008).

O guaranazeiro é uma planta tropical de baixa altitude, arbustiva, lenhosa,
trepadeira adaptada ao clima quente e Uumido (LUNGUINHO, 2007). O caule
principal e os diferentes ramos apresentam sulcos profundos em numero de 4 ou 5.
Os ramos sao pilosos na extremidade, mas glabros na base, com 4 a 8 mm de
diametro. Sua casca é muito escura e o corpo lenhoso é simples. As folhas séo
isoladas, em disposicao distica, compostas pinadas com cinco foliolos e tém 40 cm
de comprimento e de largura. As inflorescéncias tém forma de cacho e sao de dois
tipos: as de ramo que se desenvolvem nas axilas das folhas, e, as penduladas, que
se desenvolvem nas gavinhas (CORREA, 1984). Menezes Jr (DE MENEZES-
JUNIOR, 1942) mostra que as inflorescéncias podem apresentar comprimentos
maiores que 30 cm. As flores sdo parcialmente unissexuadas, zigomorfas e
peqguenas, com comprimento aproximado entre 1,5 a 2 cm a partir do ponto de
insercdo do pedunculo (ESCOBAR, CORREA e AGUILERA, 1984). Os frutos séo
capsulas elipsoides ou esféricas, apiculadas, de cor vermelha quando maduros,
medindo de 2 a 3 cm (Figura 3.1). Possuem uma ou duas sementes ovoides, com
tamanho aproximadamente 12 mm de comprimento, com um arilo abundante antes
da maturacdo. A semente € 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 esbranquicado. O embrido, desprovido de albumen, possui um curto eixo radiculo-
caulinar inferior e espessos cotilédones, desiguais, carnosos, firmes, plano-convexos
(CORREA, 1984; DE MENEZES-JUNIOR, 1942).
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3.5 Aspectos quimicos

O guarana é derivado das sementes da P. cupana, conhecida por suas
propriedades estimulantes. As sementes sdo comercialmente parte Gtil da planta
devido as grandes quantidades de cafeina, teobromina, teofilina, alta concentracéo
de taninos e outros compostos, como saponinas, polissacarideos, proteinas, gordura
(Quadro 3.3) (ANGELUCCI et al., 1978; BAUMANN, SCHULTHESS e HANNI, 1995;
HENMAN, 1982: HIGGINS, TUTTLE e HIGGINS, 2010; NAZARE, 1998; SCHIMPL
et al., 2014; SPOLADORE, BOAVENTURA e SAES, 1987; USHIROBIRA et al.,
2004; YAMAGUTI-SASAKI et al.,, 2007), e elementos traco, como manganés,
rubidio, niquel e estréncio (DE GOIS et al.,, 2016). Embora a concentracdo de
cafeina possa variar amplamente na preparacdo de guarana, cada grama de
guarana oferece cerca de 50 mg de cafeina. Os efeitos da ingestdo do guarana sao
semelhantes a cafeina, no entanto, a duracdo da acao pode ser muito diferente com
0 guarana, devido a possiveis interacdes decorrentes da presenca de saponinas e
taninos (BABU, CHURCH e LEWANDER, 2008).

Os valores estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010), para

amostras de guarana estao representados no Quadro 3.3.

Quadro 3.3 Composicao quimica de sementes de guarana (Paullinia cupana) e padrdes
farmacopeicos.

. Conteldo . Valores
Substancia Referéncia
(%) Farmacopeicos
(ANDRADE, SCHENKEL e BERGOLD, 1999;
BAUMANN, SCHULTHESS e HANNI, 1995;
Cafeina 2,41 -5,07% BITTENCOURT et al., 2014; HENMAN, 1982; > 5%

SPOLADORE, BOAVENTURA e SAES, 1987; ZEIDAN-
CHULIA et al., 2013)

(FUKUMASU et al., 2006a; MARX, 1990; USHIROBIRA

Taninos totais 5,0 —14,1% > 4%
etal., 2004; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)
Proteinas 7,0 —8,0% (ANGELUCCI et al., 1978; NAZARE, 1998) -
Polissacarideo 30-47% (ANGELUCCI et al., 1978; NAZARE, 1998) -
Agucares 6’0 _ 8,0% (ANGELUCCI et al., 1978) _—
Fibras 3,0% (ANGELUCCl et al., 1978) -
Acidos graxos 0,16% (ANGELUCCI et al., 1978) -
] i ANGELUCCI et al., 1978; MATTEI et al., 1998;
Cinzas totais 1,06 —2,88% etal, 197 ot < 3,0%
NAZARE, 1998)
) ANGELUCCI et al., 1978; MATTEI et al., 1998;
Umidade 4,3-10,5% ( ote ot < 9,5%

NAZARE, 1998)
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Dentre o0s principais constituintes quimicos do guarand (Quadro 3.4)
encontram-se a cafeina, teobromina e teofilina, designadas como metilxantinas.
Estes compostos sdo, muitas vezes, classificados como alcaloides purinicos, em
razdo de sua marcante atividade biologica, distribuicdo restrita e presenca estrutural
de nitrogénio heterociclico. Entretanto, em razdo de suas origens biogenéticas,
provenientes de bases puricas e ndo de aminoacidos, como também de seu caréater
anfétero as metilxantinas sdo mais propriamente classificadas como
pseudoalcaloides (MORAES et al., 2003).

Métodos de extracdo e andlise de metilxantinas em amostras de semente de
guarana vém sendo muito utilizados. Um estudo realizado por Brenelli (2003)
verificou valores inferiores a 1,4% de cafeina extraida de amostras de p6 de guarana
utilizando o método de extracdo por Soxhlet. Outros estudos observaram teores de
4,8% (SALDANA et al., 2002) e 4,1% (MEHR, BISWAL e COLLINS, 1996) de
cafeina, a partir de sementes de guarana, em um periodo relativamente curto
aplicando a extracao de fluido supercritico.

Sao descritos na literatura alguns métodos para a identificacéo e quantificacado
desses constituintes do guarana (metilxantinas e taninos totais), dentre eles
encontram-se o0 ensaio espectrofotométrico (ANDRADE, SCHENKEL e BERGOLD,
1999; PELOZO, CARDOSO e MELLO, 2008; RIBEIRO e COELHO, 2012; ROGGIA
et al., 2016; SOUSA et al., 2011; USHIROBIRA et al., 2004), espectroscopia de
Raman (EDWARDS et al., 2005), eletroforese capilar (KOFINK,
PAPAGIANNOPOULOS e GALENSA, 2007; SOMBRA et al., 2005) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (KLEIN, LONGUINI e MELLO, 2012; MARX e MAIA,
1990; USHIROBIRA et al., 2004).

A cafeina, identificada como 1,3,7-trimetilxantina, € encontrada em grande
guantidade nas sementes do guarana. O Instituto Agronémico de S&o Paulo, Brasil,
realizou um estudo de caracterizacdo do teor de cafeina no tegumento, ha améndoa
e sementes de 40 plantas matrizes de guarana. Verificaram-se teores médios de
cafeina de 2,33% na améndoa, 1,09% no tegumento e 2,15% na semente como um
todo (SPOLADORE, BOAVENTURA e SAES, 1987).

Diferentes amostras comerciais de sementes de guarana foram analisadas por
meio de cromatografia gasosa e o conteudo de cafeina apresentado foi inferior a
concentracdo minima exigida (3,0%) pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010),
variando de 2,41 a 4,07% (PAGLIARUSSI, FREITAS e BASTOS, 2002). Por outro
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lado, estudos utilizando métodos espectrofotométricos relatam valores entre 4,88 a
6,20% de metilxantinas, e 3,0 a 5,5% de taninos totais (SOUSA et al., 2011,
USHIROBIRA et al.,, 2004; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Essa diferenca se
deve, provavelmente, a uma colheita realizada sem procedimento padronizado, em
diferentes épocas, coleta de frutos imaturos, e, principalmente, diferentes
procedimentos de secagem. Este Ultimo pode ser observado no trabalho de
Ushirobira e colaboradores (2004), que demonstraram diferentes teores de
metilxantinas e taninos nos diferentes métodos de secagem das sementes.

Metilxantinas e catequinas foram identificadas em diversas preparacoes
contendo guarand, incluindo sementes secas, poés, tabletes e capsulas (CARLSON e
THOMPSON, 1998). Meurer-Grimer e colaboradores (1998) investigaram o conteudo
do alcaloide purina em trés amostras de guarana e 39 produtos comerciais, e
observaram que a maioria das amostras de guarana apresentava a cafeina (2,95 a
5,12%) como o alcaloide principal, com tracos de teobromina e teofilina. J4 outro
estudo, com o objetivo determinar os teores de cafeina em diferentes marcas de
guarana em po6 disponiveis comercialmente, relatou uma grande variabilidade nos
teores de cafeina, valores de 0,95 a 3,67% (TFOUNI et al., 2007). Outros estudos
encontraram valores semelhantes para determinacdo de cafeina (3,95%) e taninos
(0,87%) (SOUSA et al.,, 2010) em sementes de guarana. Essa variabilidade
encontrada se deve, possivelmente, a diferenca de procedéncia, aspectos genéticos,
ambientais e processo de secagem a que a matéria-prima foi submetida.

Sombra e colaboradores (2005) analisaram derivados do guarana por
eletroforese capilar (CE), comparando os resultados obtidos com os resultados do
CLAE. Os resultados obtidos foram semelhantes aos estudos anteriores para
cafeina, variando de 1,3% a 3,3%, embora o tempo de andlise na EC seja duas
vezes menor do que CLAE, e com consumo de solvente de cem vezes menor. Foi
demonstrado com o uso de eletroforese capilar em amostras de guarana, a
separacao quiral dos enantibmeros catequina e ent-catequina, epicatequina e ent-
epicatequina (KOFINK, PAPAGIANNOPOULOS e GALENSA, 2007).

Um estudo da composicao da fragcdo de taninos presentes em amostras de
sementes de guarand demonstrou que a quantidade de taninos totais foi
consideravelmente alta, em torno de 12 a 14,1% de matéria seca, constituidos
principalmente de taninos condensados, como proantocianidinas (10,7%) e
catequina (5,98%) e epicatequina (3,78%) (MARX, 1990).
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Além dos estudos citados anteriormente, 0os quais quantificam os constituintes
na droga vegetal, outros utilizam o extrato da semente de guarana como produto nas
andlises.

Uma avaliacdo quimica do extrato semipurificado das sementes do guarana
revelou a presenca cafeina, catequina, epicatequina e procianidinas B2, B3 e B4
(USHIROBIRA et al., 2007), além de ent-epicatequina e procianidinas A2 e C1
(YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007) por meio de ressonancia magnética nuclear
(RMN) e espectrometria de massas (Quadro 3.4).

Klein e colaboradores (2012) identificaram e quantificaram alguns dos
constituintes do estudo anterior (USHIROBIRA et al., 2007). Eles relataram que o
extrato semipurificado de guarana (EPA) apresentava taninos condensados, como
180,750 pg de catequina (mg de EPA)™?, 278,875 pg de epicatequina (mg de EPA)™
e 300,875 ug de cafeina (mg de EPA)™. Recentemente, foi desenvolvido método de
cromatografia eletrocinética micelar na separacdo e validacdo de EPA e este
demonstrou ser eficiente na separagdo quiral da catequina, epicatequina,
procianidina B1, B2 e B4, bem como da cafeina (MELLO e ITO, 2012).

Outros estudos, utilizando tanto extratos agquosos (BARBOSA e MELLO, 2004;
CAMPOS et al., 2011) quanto extratos hidroalcodlicos (BITTENCOURT et al., 2013;
LIMA et al., 2005; PORTELLA et al., 2013) revelaram quantidades semelhantes a
observada no estudo com droga vegetal. Estes valores variaram de 1,2% a 7,97%
de cafeina e 1,5% a 12% de taninos. Essas diferencas se devem, provavelmente, a
fatores genéticos, ambientais, assim como condi¢des de extracao.

A semente de guarana também contém acilglicerol e cianolipidios, uma classe
de lipidios encontrada em algumas familias, como por exemplo, Sapindaceae e
Boraginaceae. A composicao quimica do Oleo extraido a partir das sementes de
guarana indicou a presenca de cianolipidios, constituindo 3% do total de Oleo das
sementes de guarana, e acilglicerdis representando 28%. As andalises de RMN
indicaram a presenca de cianolipidios tipo I, acido cis-vacénico (30, 4%), acido cis-
11-eicosendico (38,7%) como principais acidos graxos. Acido paulinico (7,0%)
também apresentou em quantidades abundantes e o acido oleico (37,4%) foi o acido
graxo dominante de cadeia acil dos acilglicerdis (Avato and others 2003). Dalonso e
Petkowick (2012) investigaram a presenca de polissacarideos, compostos com alto

peso molecular presentes em amostras de guarand. Estes autores relataram a
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presenca de pectina e um grupo de polissacarideos denominados hemiceluloses,

como as Xxilanas.

Quadro 3.4. Identificagdo dos principais constituintes quimicos em amostras de guarana.

Metilxantinas

Nome substancia

Estrutura quimica

Referéncias

Cafeina (1)
(1,3,7-Trimethylxanthine)
Teobromina (2)
(3,7-dimethylxanthine)
Teofilina (3)
(1,3-dimethylxanthine)

@]
R
2

N
L2
N

H3 R4 Rs

R‘I\

N
7y
c

1] CHs | CHs

2| H | CHg

3|CHs | H

(ANDRADE, SCHENKEL e BERGOLD, 1999;
BAUMANN, SCHULTHESS e HANNI, 1995;
BITTENCOURT et al., 2013; KLEIN, LONGUINI
e MELLO, 2012; MARX e MAIA, 1990;
MEURER-GRIMES, BERKOV e BECK, 1998;
PAGLIARUSSI, BASTOS e FREITAS, 2006;
PAGLIARUSSI, FREITAS e BASTOS, 2002;
SCHIMPL et al., 2014; SOMBRA et al., 2005;
SOUSA et al., 2010; TFOUNI et al.,, 2007,
USHIROBIRA et al., 2004; USHIROBIRA et al.,
2007; WECKERLE, STUTZ e BAUMANN,
2003; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)

Taninos

Taninos Condensados

Nome substancia

Estrutura quimica

Referéncias

Epicatequina (4)
Catequina (5)
ent-epicatequina (6) RO

OR
OR

(KLEIN, LONGUINI e MELLO, 2012;
KOFINK, PAPAGIANNOPOULOS e
GALENSA, 2007; MARX, 1990; SOUSA et
al., 2010; USHIROBIRA et al., 2004,
USHIROBIRA et al., 2007; YAMAGUTI-

2 3 |IR
SASAKI et al., 2007)
4 o | oo H
5 | ——a|H
6 | —~—n | ——a [H
Procianidina B1 (7) OR (KLEIN, LONGUINI e MELLO, 2012;
=) . d B2 (8 USHIROBIRA et al., 2004; USHIROBIRA et
rocianidina B2 (8) al., 2007; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)
Procianidina B3 (9) RO
Procianidina B4 (10)
48| R
7 1 — —— H
8 1 " ——— H
9 — | ———m I H
10 | —mt | o | o | H

(Continua)




Quadro 3.4. (Concluséo)
Procianidina A2 (11)
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(YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)

11a | Ac
Procianidina C1 (12) (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)
OR
RO
OR
OR
5
OR
. OR
R
o 5
5 e —
, 12 | H
<~ "OR
or H H 12a | Ac

Cianolipidios e Acilglicerois

Nome substancia

Estrutura quimica Referéncias

Cianolipidios

1.1-ciano-2-
hidroximetilprop-2-en-1-ol-
diester
2.1-ciano-2-metilprop-1-en-
3-ol-ester

3.1-ciano-2-
hidroximetilprop-1-en-3-ol-
ester
4.1-ciano-2-metilprop-2-en-

1-ol-ester

(AVATO et al., 2003)

0 0
1 O)K/R 2 onR
X,

- OAJ\/R nc” H

3 0 o] 4

R A o AR j 0
R N o R
NC” H

Acilgliceréis

(AVATO et al., 2003)
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3.6 Propriedades farmacolégicas

Certas plantas e produtos fitoterapicos, vendidos como suplementos
alimentares, sdo medicamentos populares muitas vezes com uso abusivo e
anunciados como seguros e com apelo ao natural. Como muitos suplementos
alimentares, no entanto, estas substancias sédo regulamentadas, porém sem estudos
de seguranca e podem ter efeitos clinicos estimulantes e alucinébgenos, mas
websites continuam a tornar esses produtos facilmente disponiveis e acessiveis.
Uma grande variedade de suplementos para perda de peso é comercializada com
alegacdes de eficacia (ANDERSEN e FOGH, 2001; ARMSTRONG, 2001; BOOZER
et al., 2001; ONAKPOYA e ERNST, 2012; OPALA et al., 2006). A falta de dados de
seguranca e/ou mesmo de eficacia dos muitos ingredientes encontrados nestes
produtos, mesmo o0s ingredientes mais frequentemente incluidos, é causa de
preocupacdo (BAGHKHANI e JAFARI, 2002; LUDE et al., 2016; MOADDEB,
TOFADE e BEVINS, 2011).

O p6 de guarana é um produto facilmente disponivel tanto em
estabelecimentos de produtos naturais como pela internet. Ele € comercializado
sozinho ou em associacdo com outras drogas vegetais, criando a probabilidade de
ocorrer efeitos aditivos ou sinérgicos (SPINELLA, 2001). Ele esta incluido também
em uma variedade de bebidas energéticas. Estas sdo encontradas facilmente em
academias e supermercados, contendo estimulantes e aditivos. O guarana também
ganhou popularidade, pois € supostamente considerado um “alimento funcional”. As
sementes de guarana, como ja discutido, contém grande quantidade de cafeina (40—
80 mg de cafeina por grama de extrato de guarana), além de teobromina e teofilina
(HENMAN, 1982), que sao substancias estimulantes. A bebida com maior contetdo
natural de cafeina no mundo é feito a partir das sementes torradas de guarana
(PRANCE e NESBITT, 2005). A exposicdo em longo prazo para 0S varios
componentes destas bebidas energéticas pode resultar em alteracdes significantes
no sistema cardiovascular (HIGGINS, TUTTLE e HIGGINS, 2010) e até convulsdes
(IYADURAI e CHUNG, 2007). Quando o guarana é adicionado a bebidas
energéticas, 0 guarana aumenta a quantidade de cafeina metabolizada (MCGUIRE,
2014). Uma série de eventos adversos € relatada ao uso do guarana e incluem
irritabilidade, palpitagbes, ansiedade, disturbios do sistema nervoso central e
mioglobiniria (DONADIO et al., 2000; GALDUROZ e CARLINI, 1994; HALLER,
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JACOB e BENOWITZ, 2005; PITTLER, SCHIMIDT e ERNST, 2005; RICHARDSON,
SLONE e MICHELS, 2007; SHARPE, GRANNER e CONWAY, 2006). O guarana
também podem exacerbar as crises epilépticas, baixando o limiar de convulsdo ou
prolongar a duracdo das crises (SPINELLA, 2001). Apesar destes relatos, o
guarana, quando tomado sozinho tem poucos efeitos adversos, sendo que a maioria
deles é similar aqueles observados apdés o consumo de produtos contendo alta
guantidade de cafeina (RAVI SUBBIAH, 2005). A dose diaria aceita como segura de
cafeina para adultos € de 400 mg (NAWROT et al., 2003).

Efeitos afrodisiacos em coelhos foram relatados a partir de administracao de
uma associacao de extratos vegetais, comercialmente disponivel, contendo guarana
(ANTUNES et al.,, 2001). Em outro estudo (DE AQUINO et al., 2016), moscas
mediterraneas macho foram alimentadas com dietas adicionadas de guarana em po
(3%). As moscas mediterraneas sao pragas de importancia global para horticultura,
entretanto podendo ser controladas usando a Técnica de Insetos Estéreis (TIE). O
sucesso do TIE depende do desempenho sexual dos machos criados em
laboratério, quando libertados para o campo. Os experimentos indicaram que 0s
machos mantidos com dietas enriquecidas mostrou maior sucesso no acasalamento,
podendo representar uma nova e viavel op¢ao para aumentar a eficiéncia da TIE.

O guarana foi colocado entre as plantas com atividade psicoanalépticas
(estimulantes) com énfase em propriedades anorexigenas ou propriedades de
reducdo de peso. O consumo de guarana € capaz de induzir mudancas no
metabolismo lipidico, mas as substancias que realmente induzem as alteracdes
relatadas parecem estar envolvidas com o conteudo de metilxantinas do extrato
(LIMA et al., 2005).

Preparacdes contendo guarand em associacdo com outras drogas vegetais sao
muito utilizadas para perda de peso em humanos (ANDERSEN e FOGH, 2001;
BERUBE-PARENT et al., 2005; BOOZER et al., 2001; BULKU et al., 2010; OPALA
et al., 2006; RUXTON et al., 2007), mostrando resultados positivos. O guarana,
devido ao seu conteddo em metilxantinas, € capaz, entre outros efeitos, de bloquear
a adenosina e receptores que inibem a fosfodiesterase, que aumenta acfes de
noradrenalina (CARLINI, 2003). Em vista dos efeitos da cafeina de elevacédo da
pressdo arterial, 0 guarana deve ser evitado por pessoas hipertensivas. E também
fortemente recomendado que a combinacdo de guarani com suplementos contendo

ma hung (efedra) e produtos com alcaloides de efedrina deva ser evitada, pois pode
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aumentar o risco de infarto do miocardio e morte subita (BOOZER et al., 2001;
NYSKA et al., 2005). Ainda, Rodrigues e colaboradores (2012) demonstraram que
antiarritmicos como a amiodarona, por exemplo, também nao devem ser associados
com o consumo de guarand, pois este pode diminuir a concentracao plasmatica da
amiodarona, particularmente no coragéo.

O guarana possui uma impressionante quantidade de func¢des farmacoldgicas
descritas na literatura (Quadro 3.5).

Tém sido descritos varios estudos demonstrando os efeitos protetores do
guarana. Ele possui propriedade gastroprotetora e oferece beneficios terapéuticos
muito melhores que a cafeina nos distlrbios gastrointestinais (CAMPOS et al.,
2003). Também em testes utilizando animais, Kober e colaboradores (2015)
evidenciaram o efeito hepatoprotetor do extrato de guarana. Outros estudos também
apontam os efeitos citoprotetores do guarana (DE OLIVEIRA et al., 2002; FREITAS
et al., 2007; LEITE et al., 2013; LEITE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011), inclusive
como neuroprotetor (BITTENCOURT et al., 2014) ou inibidor da acetilcolinesterase
(TREVISAN e MACEDO, 2003). Sugerindo assim, que esta planta poderia ser uma
alternativa promissora para prevencao e/ou tratamento da doenca de Alzheimer,
apesar desta doenca ser de etiologia multipla. Além disto, o extrato aquoso de
guarana também protegeu danos ao DNA, em testes em animais (FUKUMASU et al.,
2006a; KOBER et al., 2015).

O extrato seco de guarana (ESG) vem sendo utilizado em formulacdes tdpicas
destinadas a prevencao e tratamento da lipodistrofia ginoide porque causa aumento
do nimero de vasos sanguineos na derme quando utilizado a 50% (CHORILLI et al.,
2004). A liberacado transdérmica simultdnea das principais substancias presentes
nos extratos de guarana foi estabelecida, com taxas de penetracdo sendo altamente
dependentes da concentracéo e do veiculo (HEARD et al., 2006).

Estudos no nosso grupo demonstraram que o extrato bruto e semipurificado de
guarana apresentam efeito antidepressivo no tratamento crénico comparavel ao do
antidepressivo imipramina (AUDI e MELLO, 2000). Estes efeitos ndo podem ser
relacionados com as metilxantinas presentes porque os resultados obtidos com esta
substancia isoladamente sdo diferentes daqueles encontrados com a administracéao
dos extratos (OTOBONE et al., 2007). Assim, alguns taninos condensados, que
foram isolados da fracdo semipurificada poderiam ser 0s responsaveis por esta

atividade, jA que podem agir no sistema nervoso central porgue conseguem
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atravessar a barreira hematoencefalica (YOUDIM, SHUKITT-HALE e JOSEPH,
2004). Sugere-se que outro mecanismo que nao o de blogueador de agonista de
adenosina, adenosina ciclopentil (CPA), esteja envolvido na atividade antidepressiva
do guarana, pois a cafeina e ndo o guarana apresenta este mecanismo (CAMPOS et
al., 2005).

Dois outros estudos foram realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores
para avaliar a efetividade do extrato de guarana nos sintomas de fadiga e de
depressdo induzidos pela quimioterapia em pacientes com tumores sélidos
(MIRANDA et al., 2008) ou pés-radiacdo (MIRANDA et al., 2009). Em ambos os
casos 0s pacientes ndo apresentaram diferenca significativa nos efeitos da fadiga e
depressdo apds estes tratamentos, quando comparado o grupo tratado com o
controle. No entanto, em outros dois estudos realizados por grupos de pesquisa
distintos, também avaliando o efeito do extrato de guarana, os resultados
mostraram-se positivos. O extrato de guarana padronizado mostrou-se efetivo, de
toxicidade aceitdvel e baixo custo no tratamento da fadiga relacionada a
guimioterapia em pacientes com cancer de mama (CAMPOS et al.,, 2011) e
pacientes com tumores solidos (DEL GIGLIO et al., 2013a).

Por apresentar diversas substancias com propriedades sabidamente
guimiopreventivas e antineoplasicas, como as metilxantinas e polifendis, e assim
podendo agir como quimiopreventivo na carcinogénese, o guarana € considerado
uma planta promissora. Ele pode reduzir a expanséao celular de células neopléasicas,
diminuir a incidéncia e multiplicidade das lesdes macroscépicas, reduzir a
proliferacdo e aumentar a apoptose das células tumorais, consequentemente,
reduzindo a area do tumor (Fukumasu and others 2006b, 2008, 2011).

Em estudo para verificar os efeitos agudos do guarana na cognicéo, ansiedade
e sono em voluntarios normais, os resultados foram negativos, sugerindo a
necessidade de estudos com tratamentos cronicos, como utilizado popularmente
(GALDUROZ e CARLINI, 1994). Em outro estudo, avaliando a administracéo cronica
do guarana sobre a cognicdo de voluntarios normais e idosos, os resultados nao
causaram alteracGes suficientes para caracterizar qualquer manifestacao clinica
detectavel (GALDUROZ e CARLINI, 1996). No entanto, duas razdes podem explicar
os resultados obtidos: tempo insuficiente de tratamento e os testes utilizados nao

foram suficientemente sensiveis para detectar as alteracdes esperadas.
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Quadro 3.5 Atividades farmacol6gicas das sementes de P. cupana ou suas associa¢des descritas na literatura.

Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
1.Acdo tbnica Extrato aquoso (40 C, 2h, 2X) In vivo: Avaliar acdo tbnica do Controle: sem 20; 100; e 500 mg Extrato aquoso com atividade supressora (MIURA et
amostras  guarand em camundongos tratamento kg™ da hipoglicemia induzida por exercicios em  al., 1998)
sanguineas normais e exercitados e Camundongps_, o que confiArma Seu uso
de camun-  glicogenoliticos induzidos tradicional como tonico
dongos por epinefrina
2.Controle de N&o esta claro. O extrato In vivo: Avaliar se o guarana placebo 50 mg do extrato Observou-se redug&o no nimero e (OLIVEIRA et
fogachos continha 7,97% cafeina e mulheres diminui o nimero e a seco oralmente 2x por gravidade dos fogachos al., 2013)
1,47% taninos gravidade dos fogachos em dia, por 6 semanas
mulheres apés diagnéstico
de cancer de mama
3.Relaxacao do Associagdo: Catuama®. Ex vivo: Investigar os efeitos do Controle positivo: Injecdes em bolus da Catuama® causou relaxamento de curta ~ (ANTUNES et
COrpo cavernoso Mistura de extratos corpo Catuama® e suas plantas acetilcolina Catuama®: 1, 3e 10 duragdo e dose-dependente. Dos 4 extratos al,, 2001)
(efeito afrodisiaco)  hidroalcéolicos de 4 plantas:  cavernoso constituintes isoladas no (0,6nmol) ou mg, e dose individuais  testados individualmente, o guarana foi o
5% guarana, 1% Zingiber isolado de  tecido do corpo cavernoso trinitrato de gliceril  de guarana (0,5-5 mg), mais efetivo, indicando que é o principal
officinalis (ginger), 5% coelho de coelho usando (2,3 nmol) Z. officinalis (1-10 mg), responsavel pelo efeito de relaxamento do
Trichilia catigua (catuaba), e bioensaio em cascata P. olacoides (2-20 mg) no corpo cavernoso de coelho, sugerido ser
5% Ptychopetalum olacoides e T. catigua (1-10 mg) atribuido a Catuama®
(muirapuama). Também
foram obtidos extratos
etandlicos (1:1) extraidos por
7 dias a 25 °C para cada
planta
4.Perda de peso e Associacdo: preparacao de In vivo: Determinar retardo no Capsulas de 3 capsulas de YGD Ocorreu retardo significativo no (ANDERSEN
retardo no esvazia-  extratos de drogas vegetais humanos esvaziamento gastrico e placebo (lactose) por dia esvaziamento gastrico, reduziu o tempo de e FOGH,
mento gastrico (YGD) (cépsulas), contendo: perda de peso durante 10 e administradas com plenitude géastrica percebida e significativa 2001)
112 mg erva-mate, 95 mg 45 dias e de manutencdo 420 mL de suco de perda de peso ao longo de 45 dias, em
guarana, e 36 mg de de peso ao longo de 12 maca pacientes com sobrepeso tratados em um
damiana, administradas com meses contexto de cuidados béasicos de saude
420 mL de suco de maga
5.Perda de peso Associacdo: mistura In vivo: Examinar, em pessoas com Placebo: um 2 comprimidos, 30 min Identificou-se perda de peso, perda de (BOOZER et
comercial Metabolife-356° humanos  sobrepeso, a seguranga em comprimido antes da refeigdes, 3x gordura, redugao da circunferéncia da al., 2001)
contendo Ma Huang e (25 a 55 curto prazo e eficacia na idéntico na por dia por 2 meses. cintura e do quadril e niveis de triglicerideos
guarana como principais anos) com perda de peso, de um aparéncia, mas Ao dia: 72 mg - baixaram; ainda apresentou efeitos
ingredientes ativos. Cada IMC>29e suplemento vegetal que sem a mistura de  alcaloides efedrina; 240 adversos com riscos potenciais (palpitagdes
comprimido continha12 mg < 35kg m?  contém Ma Huang, guarana planta mg -cafeina auto-relatados, o aumento da glicose no

alcaloides efedrina e 40 mg
cafeina

e outros ingredientes

sSoro e aumentos transitorios na pressao

arterial sistolica) .
(continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
6.Perda de peso Associacdo: as 4 misturas In vivo: Comparar o efeito de Placebo: celulose 3 capsulas por dia. A mistura EGCG-cafeina deve ser (BERUBE-
(capsulas) continham doses homens (20 mistura de extratos de cha Cada céapsula com considerada bom complemento a um PARENT et
variadas de cha verde (em a50 anos) verde e guarana (dose fixa dose fixa de cafeina  programa de perda de peso e tem potencial al., 2005)
gue epigalocatequina-3-galato  com IMC de cafeina e variaveis de (200 mg) e quantidades para tratamento da obesidade. Autores
(EGCG) representou 45% do  entre 20 e  EGCG) em 24 h, no gasto variaveis de EGCG (90; sugerem que dose de 90 mg de EGCG (3X
peso seco) e guarana (com 27 kgm? energético e oxidagao de 200; 300; e 400 mg) ao dia) representa a concentragao 6tima
dose fixa de cafeina). gordura. Determinar se ha para produzir um efeito sobre a oxidagao de
Também continham um efeito dose-dependente macronutrientes
guantidades desconhecidas de EGCG, e se sim, qual
de catequinas dose produz melhor efeito
sem induzir cardio-
estimulacéo significante
7.Efeito ergogénico  Foram testados 2 extratos: In vivo: Avaliar o efeito da Ratos sedentarios 0,130 € 0,325 g kg O consumo de guarand é capaz de induzir ~ (LIMAetal.,
e de "queima A. Extrato obtido por ratos Wistar suplementag&o de guarana e treinados néo (extrato seco por peso  alterag6es no metabolismo lipidico, devido 2005)
gordura” percolagéo no solvente (14 dias) sobre os aspectos suplementados corporeo) aoconteddo de metilxantinas do extrato
ethanol:agua (6.6:3,4 v/v), do metabolismo lipidico em
com 0,153 g g'1 de cafeina. ratos sedentarios e ratos
B. Extrato descafeinado por treinados
extragdo com cloroférmio
(taninos e catequinas nao
foram removidos)

8. Perda de peso e Associagédo de 2 comprimidos In vivo: Avaliar a eficacia e placebo Dois comprimidos por  Diminuicdo da gordura e aumento da massa  (OPALA et
mudanga na A. comprimidos com extratos  humanos  seguranga dos extratos na refeicéo, em duas magra corporal. N&o houve diferenca al., 2006)
composic&o de aspargos, ché verde, cha (21a55 reducéo de peso e as refei(;ﬁ'es'principais. significativa nas medidas de peso e IMC

corporal preto, guarana, mate e feijdo  anos, com  alteragdes na composigéo hcc):r(a)\n;rr)]rtlen:((ji(;?éfl;?;go
i g poowe o Compinides.
; ' =0 hora ap6s a refeicéo
cambogia e cromo na forma kg m 2)
de leveduras
10.Perda de peso Associacéo: Zotrim®, In vivo: Avaliar o efeito da Placebo: 2 comprimidos 15 min Reducéo significativa no peso auto- (RUXTON et
comprimidos contendo humanos administragdo de YGD comprimidos de  antes das refeices por ~ reportados, circunferéncia da cintura e al., 2007)
extratos de erva-mate, sobre a diminui¢do do peso, lactose 1 semana; aumentando circunferéncia do quadril.
guarana e ng_lana (YGD). IMC, circunferéncia da para 3 comprimidos 15 22% dos |nd!v!duos tlvere}m .u.ma.perda de
Cada comprimido de YGD . = . s peso linicamente significativa
contém: guarana (95 mg): cintura e percepgao de min antes das refei¢cdes
erva-mate (112 mg); damiana fome e saciedade, em um por 5 semanas. Total: 6
(35 mg), com total de =11,2 grupo de profissionais de semanas, 3 refei¢cdes
saude por dia (continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
11.Perdade pesoe Associagdo: extratos em po In vivo: Testar nova dieta que Controle: Grupo 1 Grupo 2: 1X STG.. A administragdo de STG néao reduziu (BULKU et
atividade de Salvia officinalis, Camellia Ratos fornece suporte nutricional  que recebeu ragéo Grupo 3: 7X STG drasticamente o ganho de peso, no entanto, @l 2010)
antioxidante sinensis, guarana, e duas Fisher-344  por acelerar o metabolismo normal 1X: . rag&o normal com ela ajudou a manter o peso corporal
vitaminas (tiamina e niacina) e manter peso e energia 192 mg de STG por kg saudavel juntamente com uma capacidade
(STG). A quantidade de cada saudaveis, além de avaliar antioxidante significativa dos 6rgéos-alvo
componente néo foi a seguranca e eficacia de vitais (figado, coracéo e rins)
informada STG
12.Protegdo contra Extrato de semente seca. Ndo In vivo: Analisar os efeitos do Controle: agua de  Extrato de guarana 50 O guarana parece oferecer beneficios (CAMPOS et
lesGes gastricas ha informagdes sobre forma ratos e extrato de guarana em torneira; e 100 mg kg™ terapéuticos muito melhores do que a al.,, 2003)
de preparacao do extrato e camun- lesBes géstricas induzidas cafeina 20_ e 30 mg cafeina em desordens gastrointestinais
nem a quantificagédo de seus dongos por indometacina e etanol, kg
componentes principais secregdo gastrica e transito
gastrointestinal e comparar
com os efeitos da cafeina
pura
13.Efeito Sementes guarana po In vivo: Avaliar o efeito Agente 100, 300 e 600 mg kg™,  Os resultados indicam que o guarana tem (KOBER et
hepatoprotetor diluidas em agua (12,240 mg ratos hepatoprotetor do p6 de hepatoprotetor: diariamente por 14 dias atividade hepatoprotetora na lesdo hepatica al,, 2015)
g'1 de cafeina, 6,733 mg g'1 machos sementes de guarana em  silimarina (100 mg induzida por CCl, em ratos, impedindo a
de teobromina, 4,336 mg g':L Wistar lesdo hepatica induzida por kg'l). CCls (1 mL quebra das cadeias de DNA celulares
de catequinas totais e 16 mg CCly (tetracloreto de kg'l, 50% CCl,; em
g'1 de taninos condensados) carbono) em ratos azeite) para
inducé&o da
hepatoxicidade.
Controle: 4gua
14.Efeito Extrato hidroetandlico a 30% In vivo: Investigar os efeitos do Controle: salina 0,1;0,3;0u1,0gkg” GSE administrado oralmente inibiu a reacdo (JIPPO etal.,
antialérgico (refluxo por 2h). O extrato camun- extrato hidroetandlico de de anafixilia cutanea passiva induzida pela 2009)
seco foi dissolvido em DMSO  dongos sementes de guarana IgE anti-dinitrofenol.

e diluido em salina ou tampéao

(GSE) no aumento da
permeabilidade vascular
induzida por estimulagéo

por IgE de camundongos e
efeitos na degranulacdo de
mastécitos induzido por IgE

GSE também inibiu a liberagao de B-
hexisosaminidase a partir de células RBL-
2H3 induzidas pelas vias mediadas por
receptor de IgE.

Estes resultados indicam que a GSE teve
um efeito inibidor sobre a reacéo alérgica e
pode ter aplicagdo terapéutica em doengas
inflamatoérias alérgicas

(continua)
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glutamina; 106,7 mg de
vitamina C; 100 mg de
L-arginina e 1,1 mg de
vitamina B1. Ingerido
em duas doses, 60 e
30 min antes do
exercicio

decisional. Assim, pode ter interesse para

esportes com altas restricdes cognitivas

Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
15.Acéo Extrato aquoso de P. cupana In vitro: Para avaliar a agéo Controle: sem N&o hé relatos das Extratos de guarand inibem a agregacdo  (BYDLOWSKI,
antiagregante e 4 fragdes separadas por ~ sangue de  antiagregante do extrato de tratamento concentragdes de plaquetas em coelhos, apés YUNKER e
CCD humanos e guarana na agregagao utilizadas para o administragdo tanto intravenosa quanto SUBBIAH,
coelhos e In  plaquetéria induzida por estudo, somente o oral 1988)
vivo: (adenosina difostato) ou volume utilizado para
coelhos araquidonato, mas néo por os testes in vitro e in
colageno vivo
16.Acéo Extrato aquoso de P. cupana In vitro: Avaliar o efeito do extrato Controle: sem 100mg mL™ O guarana tem uma agéo antiagregante  (BYDLOW SKI,
antiagregante e 4 fragdes separadas por  sangue de de guarané sobre a tratamento sobre as plaquetas e isto pode ser em D'AMICO e
CCD coelhos agregacao de plaquetas, parte pela diminui¢do de sintese de CHAMONE,
estudando os seus efeitos tromboxano. Os autores sugerem que 1991)
sobre a sintese plaquetéaria uma das fragdes contendo principalmente
de tromboxano em coelhos cafeina seria parcialmente responsavel
por esta acédo, além de outros compostos
gue podem estar presentes
17.Efeito sobre os Extrato seco de guarana In vivo: Estudar os efeitos da Grupo controle ndo ESG 20% ou 50% O rato ndo se mostrou um modelo (CHORILLI et
vasos sanguineos  (ESG) incorporado em bases ratos Wistar ~ emulsdo com diferentes recebeu experimental bom para estudo de al., 2004)
da derme papilar auto-imulsionantes. Ndo ha  (viatépica)  concentragdes de extrato, formulag&o hipoderme. B
informac0des sobre a forma de misturados com dois . ESG 29% nao provocou gltera(;oes
preparo do extrato promotores quimicos de significativas na derme pa.lpllar.de ratcjs.
permeacdo cutanea (acido ESG ?O% aumentou a microcirculagéo
oleico ou miristato de cutanefe\, §endo gue os piromf)tores
isopropila), sobre os vasos qwmlcc')s'de absorgéo pao
sanguineos da derme potencializaram os efeitos
papilar de ratos
Guarana em p6 adicionado a In vivo: Comparar os efeitos da Placebo: &guacom  Complexo composto O suplemento de creatina + guarana (POMPORTES,
complexo composto por humanos ingestdo de suplemento gas aromatizada  por: 1 g de creatina; 1,5 parece ter um efeito benéfico sobre a L. etal., 2015)
creatina, disperso em 500 mL creatina + guarana (G sem aglcar g guarang; 150 mgde  for¢ca muscular e desempenho cognitivo
de 4gua +CRE) sobre a forca taurina; 133 mg de
muscular e desempenho cafeina; 120 mg de L-
cognitivo

melhorar o desempenho de atletas em

(continua)
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Atividade
farmacologica
pesquisada

Detalhes do extrato ou
forma farmacéutica

Testes In
vivo/

In vitro/ Ex
vivo

Objetivo

Controle usado

Dose testada da Resultados obtidos

droga

Ref.

20.Melhora no
desempenho geral
do corpo

Suspensao do p6 das
sementes de P. cupana em
agua:Tween-80. O p6
continha 2,1% cafeina e 16%
taninos

In vivo:
camun-
dongos
Swiss e

ratos Wistar

Avaliar acao do guarana no
desempenho geral do corpo
in vivo: o desempenho
fisico (nado forgado),
aprendizagem e a memoéria
(esquiva ativa e passiva) e
teste de labirinto Lashley IlI
e longevidade. Comparar os
efeitos anti-fadiga com o
ginseng

Suspensao
controle:
agua/Tween 80.
Droga referéncia:
cafeina (0,1 mg
mL™)

Os animais tratados com 0,3mg mL™" de
guarana apresentaram melhor performance
fisica e foi Util para a manutengé&o de
memoria adquirida previamente

Guarana: 0,3 e 3,0 mg
mL™;

Ginseng: 5 mg mL™

(ESPINOLA
etal., 1997)

21.Efeito cognitivo

Guarana em pé (capsulas). O
p6 continha 2,1% cafeina e
16% taninos

In vivo:
humanos
(acima de
60 anos)

Avaliar os efeitos da
administracdo em longo
prazo de guarana sobre a
cognicdo de voluntéarios
idosos normais

Placebo: capsulas
de acucar
mascavo.

Droga referéncia:

cafeina (12,5mg)

N&o houve alteragdes cognitivas
significantes nos voluntérios. O tempo de
tratamento pode ter sido insuficiente e os
testes neuropsicoldgicos empregados nao
foram sensiveis suficientes para testar as

alteragdes esperadas

Duas capsulas de
guarana por dia (500
mg cada) por 5 meses

(GALDUROZ
e CARLINI,
1996)

22.Melhora do
desempenho
cognitivo

Extrato seco etandlico de
guarand; Panax ginseng, e
sua combinagédo. Ambos
padronizados. Ginseng:
percolagéo exaustiva (40%
etanol-60% de agua, a
temperaturas < 40 °C).
Guarana: percolagdo
exaustiva (50% etanol-50%
agua, a temperaturas < 50
°C), metilxantinas (11-13%)

In vivo:
humanos

Fornecer anélise dos efeitos
cognitivos e de humor, no
tratamento com guarana.

Avaliar o potencial de
efeitos aditivos ou
sinérgicos ap6s a

combinagao comum,
disponivel comercialmente,
de guarana com Panax
ginseng

Capsulas de
gelatina: sem
extratos

Doses Unicas de ambos (guarana e
ginseng), e uma combinacé&o dos dois,
melhorou o desempenho cognitivo, em

comparagdo com o placebo, em sujeitos
jovens e sadios

2 capsulas por dia: 75
mg de guarana (=12%
cafeina), 200 mg of
ginseng, ou a
combinacéo deles (75
mg 200 mg™)

(KENNEDY
et al., 2004)

23.Efeitos
cognitivos

Extrato bruto liofilizado
(EBPC) e os constituintes

semipurificados (EPA e EPB).

N&o tem informacgé&o sobre o

modo de extracdo (Patente N.

P1 0006638-9)

In vivo:
ratos Wistar

Investigar os efeitos do
tratamento crénico do

EBPC ou do EPA e EPBde mg kg™). Controle: mg kg™), e EPB (2,0 ou

sementes de guarana no
comportamento cognitivo
em ratos

Controle ou
escopolamina (2,0

tratado com o NaCl
0,9% e 0,2%
Tween 80)

EBPC (30,0 ou 60,0 mg EBPC e EPA de extratos de sementes de
kg‘l) e EPA (2,0 ou4,0 guarana foram ativos por via oral e exibiram
efeito nootrépico significativo. O tratamento
crénico mostrou 0 mesmo aumento no peso
corporal e tempo de vida médio, indicando
uma baixa toxicidade dos extratos

4,0 mg kg™

(OTOBONE
et al., 2005)

(continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
24 Efeito cognitivo Extrato padronizado In vivo: Avaliar os efeitos agudos de  Placebo: sem o 1 capsula por dia que Guarana melhorou o desempenho da (HASKELL et
(KENNEDY et al., 2004) de  humanos comportamento dose- extrato de guarana  contém: 37,5mg, 75 memdria secundaria e aumento as taxas de &l 2007)
sementes de guarana (PC- dependente de extrato de mg; 150 mg; ou 300 mg alerta e humor. As duas doses mais baixas
102) (11-12% cafeina) guarana, pela primeira vez produziram efeitos cognitivos mais positivos
em humanos que o doses mais altas
25.Desempenho Utilizados 2 suplementos In vivo: Determinar se Berocca® Placebo: 330 mL 1 comprimido por dia fMRI revelou que ambos os tratamentos ~ (SCHOLEY et
cognitivo e ativagao comerciais: A) Berocca® humanos boost e Berocca® bebida para cada grupo multivitaminicos aumentaram a ativagdo em @l 2013)
funcional cerebral boost, multivitaminico e sais performance poderiam efervescente com (suplemento com e areas associadas com a memoria de
minerais com adicao de diferencialmente afetar o coloragao sem guarand) trabalho e processamento de atencdo, com
guarana (40mg cafeina por humor e desempenho semelhante o efeito sendo maior no grupo tratado com o
comprimido); B) Berocca® mental quando comparado suplemento contendo guarana. Além disso,
performance (néo tem com o placebo. Examinar houve um aumento da ativagéo cerebral nos
guarana em sua composi¢ao substratos neurais usando grupos tratados com os suplementos,
e mais altos niveis de ressonancia magnética contendo guarana ou nédo
vitaminas do complexo B e funcional (fMRI) para
vitamina C) determinar tais efeitos
26.Efeito cognitivo Suplemento comercial In vivo: Avaliar o desempenho Placebo 1 comprimido por dia Os resultados sugerem que aingestdo de  (POMPORTE
vitaminico mineral contendo humanos cognitivo e variabilidade da para cada grupo um multivitaminico-mineral adicionado de ~ S. LAURA et
guarana e ginseng, em frequéncia cardiaca apés a (suplemento com guarana melhora o desempenho de tomada al., 2015)
comprimido efervescente ingestao: do suplemento guarana, com cafeina de decisdo e é acompanhada por uma
Isoxan Actiflash®. Cada comercial com 300 mg ou placebo) regulagéo do sistema nervoso autbnomo
comprimido: 300 mg guarana guarana; um suplemento de estavel durante a primeira hora
e 100 mg ginseng. cafeina ou um suplemento
Suplemento de cafeina de placebo
comercial Natrol®: 100 mg
cafeina
27.Efeitos sobre  Guarana em p6 (capsulas). O In vivo: Verificar eventuais efeitos ~ Grupo 1: placebo; 2 cépsulas por dia por Os autores n&o conseguiram comprovar (GALDUROZ
cognicéo, p6 continha 2,1% cafeina e humanos  agudos do guarana sobre a  Grupo 2: cafeina  (500mg cada) por trés nenhuma mudangca significativa sobre os e CSI;Z)'NL

ansiedade e sono

16% taninos

cognicao, a ansiedade e
sono de voluntarios normais

(12,5 mg);

dias consecutivos efeitos pesquisados com o tratamento com

o p6 de guarana

(continua)




75

de uma preparacéo
guarana disponivel
comercialmente
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
28.Efeitos O extrato foi preparado (1kg) In vivo: Para investigar os efeitos Controle positivo:  PEA: 4, 8, ou 16 mg kg~ PEA é ativo por via oral; produziu um efeito  (RONCON et
ansiolitcos por turbélise (acetona:agua) ratos Wistar da administragdo cronica de paroxetina; D) panicolitico em ratos no teste de ETM; e os @l 2011)
(7:3;v/v) na propor¢ao de extrato semipurificado Controle negativo: PEA tem 34,95% sistemas de neurotransmissao
liquido extrator de 10% (m/V). (PEA) de guarana em ratos  s6 o veiculo (0,9% cafeina e 17,53% serotonérgica e dopaminérgica estéo
158g extrato EBPC liofilizado submetidos ao modelo de NaCl; 2% Tween taninos envolvidos neste efeito. E sugerido que PEA
(processo patenteado) foi labirinto T elevado (ETM) 80) pode ser um farmaco Util no tratamento de
particionado com acetato de de ansiedade generalizada distarbios de humor
etila: PEA (44 g) e FAQ e transtorno do panico
(1149)
29.Efeito ansiolitico Fracdo aquosa (FAQ) de In vivo: Avaliar o efeito ansioliticoe  Controle positivo: 8 mg kg™ A FAQ é efetiva oralmente, produz atividade = (RANGEL,
e panicolitico guarana (RONCON et al., ratos panicolitico da FAQ em paroxetina ansiolitica e panicolitica sobre ratos noteste ~ MELLO e
2011). Extracao patenteada machos ratos (teste ETM) e se os ETM. Os neurotransmissores, AUDI, 2013)
(Patente N. P 0006638-9) Wistar neurotransmissores, serotoninérgicos, dopaminérgicos e
serotoninérgicos, glutamatérgicos estao envolvidos no efeito
dopaminérgicos e ansiolitico e os serotoninérgicos e
glutamatérgicos dopaminérgicos, no efeito panicolitico
estédo envolvidos neste
efeitos
30.Bem-estar Produto comercial contendo In vivo: Avaliar os efeitos sobre 0 Placebo (amidode  Capsulas de 360 mg N&o houve diferengas significativas entre o (SILVESTRIN
psicolégico, guarana com 2,5% (m/m) de humanos bem-estar psicolégico milho) por 3X ao dia por 5 placebo e guaran& em qualquer das 6 areas ' MARINO e
ansiedade e humor cafeina (PWB), ansiedade e humor dias consecutivos do PWB, em SAS (escala de estado de COSZ%T;)'NO'

ansiedade) ou em qualquer uma das 16
escalas de humor. Portanto, estes
resultados néo evidenciaram quaisquer
efeitos importantes sobre bem-estar
psicoldgico, ansiedade ou humor

(continua)




QUADRO 3.5 (continuagéo)

76

Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
31.Efeito Catuama® (formulagéo In vivo: Avaliar os possiveis efeitos, Controle negativo Nado forgado: (150 a Os resultados mostram evidéncias (CAMPOS et
antidepressivo comercial j& camun- semelhantes a para todos 0s 300 mg kg™t v.0.), 6 h  farmacoldgicas e neuroquimicas das acdes @l 2004)
citada)(ANTUNES et al., dongos e antidepressivos, deste testes: salina (10 ou (200 mg kg™) por 7 antidepressivas da Catuama®
2001). O extrato seco contém ratos produto, por meio de mL kg™ v.0.); dias. Teste da
40,31% guarana, 28,23% T. In vitro: procedimentos Testes in vivo: suspensdo pela cauda:
catigua, 28,23% P. olcaloides membranas farmacolégicos e controle positivo, Catuama® (150 a 300
e 3,26% Z. officinallis inapto- neuroquimicos invivo ein  imipramina (10 ou mg kg™ v.0.), 6 h. Teste
somal vitro 15mgkg™ iv., 6 de campo aberto:
h), Catuama®, (300 mg kg
d) In vitro: 1. In vitro: Catuama®
Fluoxetina, (10-1000 ou 200 mg
cocaina, ou kg™ v.0.) 1X ao dia por
desipramina (35, 42 dias
3,4;30 ug mL™),
respectivamente
32.Efeito N&o ha relatos. E uma “short In vivo: Analisar os efeitos do Agua destilada 25,50 e 100 mg kg™ Os resultados sugerem possiveis efeitos (CAMPOS et
antidepressivo communication” camun- extrato de guarandem  (veiculo): 10 mL kg’ antidepressivos al., 2005)
dongos comparag&o com a cafeina ! cafeina (10,20 e
no comportamento do rato 30 mg kg'l)
no nado forcado e testes de
campo aberto
33.Efeito EBPC, EPA e EPB.(RONCON In vivo: Investigar as propriedades Controle NaCl EBPC (3,0; 30,0; ou Resultados sugerem que o extrato EBPC e  (OTOBONE
antidepressivo et al., 2011) Extragéo ratos Wistar farmacolégicas de EBPC de  (0,9% contendo 60,0 mg kg™). EPA (2,0 0 extrato EPA produziram um efeito etal., 2007)
patenteada (Patente N. PI guarana e suas fragdes 0,2% de Tween 80 ou 4,0 mg kg'l). EPB antidepressivo apds a administracdo em
0006638-9) EPA e EPB, depois de (2,0 ou 4,0 mg kg'l) 1X longo prazo
administracéo aguda e ao dia por 40 dias
cronica por via oral em
ratos
34.Alteracéo na Cépsulas de extrato de In vivo: Avaliar o efeito do extrato Comprimido de 75 mg v.o. por 21 dias  Neste estudo piloto, guarana néo foi eficaz  (MIRANDA et
fadiga relacionada a guarana (ndo hainformacfes pacientes de guarana nos sintomas placebo para prevenir os sintomas da depressdo ea @l 2008)

quimioterapia guanto a forma de preparo do

extrato)

de fadiga e de depresséo
induzidos pela
guimioterapia em pacientes
com tumores soélidos

fadiga relacionada a quimioterapia

(continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
35.Alteracdo da Capsulas de extrato de In vivo: Avaliar a eficacia do Comprimido de 75 mg v.o. diariamente Este estudo ndo mostrou diferencas (MIRANDA et
fadiga e depressdo guarana (ndo hainformacGes  pacientes guarana no tratamento da placebo estatisticamente significativas entre o al., 2009)
pos-radiacao guanto a forma de preparo do fadiga e depresséo pos- guarana e o grupo tratado com placebo.
extrato) radiacao N&o diminuiu estatisticamente os efeitos da
fadiga e depresséo pos-radiagcdo
36.Melhora da Capsulas de extrato seco In vivo: Avaliar a eficacia do extrato Capsulas de 50 mg por via oral duas  Guarana mostrou ser uma alternativa ndo-  (CAMPOS et
fadiga em pacientes padronizado (50 mg) de paciente de guarana sobre afadiga, placebo: celulose e vezes por dia durante toxica, efetiva, de baixo custo para o al,, 2011)
com cancer de guarana. A preparagdo com cancer a gqualidade do sono, eram idénticas as 21 dias tratamento a curto prazo da fadiga em
mama guarana tinha um pH de 4,83  de mama ansiedade, sintomas de capsulas de pacientes com cancer de mama recebendo
(solugédo a 10% em agua), um depresséo e a menopausa guarana 50 mg quimioterapia sistematica
teor de agua 3,9%, 1,7% em um grupo de pacientes
taninos e 6,46% cafeina de quimioterapia com
cancer de mama
37.Tratamento da Extragdo etandlica 70%. In vivo: Avaliar a eficacia de um Placebo 37,5mg v.0. 2X por O extrato de guarana pode ser eficaz parao (DEL GIGLIO
fadiga relacionada a Extrato padronizado (PC-18)  pacientes extrato de guarana em dia comegando depois tratamento de fadiga relacionado a etal., 2013a)
quimioterapia (0,096% teobromina) com pacientes com diferentes de 7 dias de quimioterapia em pacientes com uma
tumores tumores soélidos tratados quimioterapia, por 3 variedade de tumores soélidos com
sélidos com quimioterapia semanas toxicidade aceitavel
38.Atividade O p6 padronizado de guarana In vitro: Investigar a atividade Sem guarana 0,8;1,6;3,3e6,6 uig Um aumento na inibicdo da lipoperoxidagdo (MATTEI et
antioxidante tinha 8,80% de umidade, reacao de antioxidante in vitro de p6  (agua e Tween 80) mL™ de concentracdo espontanea pode ser observado que é al., 1998)
1,51% cinzas, 2,10% cafeina lipopero- de guarana por medida da final no meio de reacdo  proporcional a concentragao. A inibicdo de
e 16% de taninos. Um extrato xidac&o inibic&o da lipoperoxidacéo 50% do processo sendo calculada a 1,2 pg
etandlico a 50% foi preparado espontanea de mL*
para o ensaio in vitro homogenatos de cérebro de
ratos
39.Atividade Extrato etandlico (extragdo In vitro: Avaliar a atividade Indutor: citrato 0,5;1,0; 2,0 ug mL™ A reducdo da peroxidagdao lipidica foi de (BASILE et
antioxidante sélido-liquida dinamica: 8h a células 3T3-  antioxidante do extrato  férrico de aménio 62,5%, utilizando o extrato de guarané a 2 al., 2005)
8 atm, temperatura ambiente) L1 etandlico de guarana sobre ug mL™. Este efeito foi dose-dependente

células 3T3-L1 depois de
dano celular induzido,
usando o citrato férrico de
amodnio

(continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
40.Atividade Os diferentes extratos foram In vitro: Avaliar a atividade Tempo zero de Emulséo de &cido O tipo de solvente de extragdo teve uma (MAJHENIC,
antioxidante preparados com estes DPPH antioxidante dos extratos de reacao linoleicol B-caroteno: grande influéncia sobre as propriedades EEE?C;%E:
solventes: dgua destilada, guarana usando 2 métodos: 103 M antioxidantes destes extratos, enquanto a ' )
metanol, 35% de acetona e emulséo de acido ; " temperatura de extragdo nao foi
o . . DPPH: 1pg mL™ em L .
60% etanol. Principais linoleico/B-caroteno e significativa. O extrato alcodlico apresentou
A S L metanol . . .
substancias do extrato foram inibicdo do radical livre 2,2- maior atividade antioxidante, enquanto o
guantificadas difenol-1-picrilhidrazil aquoso, menor atividade
(DPPH)
41.Atividade Extrato aquoso (AqE); In vitro: Determinar a atividade DPPH: DPPH + RAC: 0,3mL da A fracdo semipurificada (EPA) apresentou o (YAMAGUTI-
antioxidante acetona-agua EBPC (extrato  complexo antioxidante de diferentes  metanol (controle).  amostra para 3mL do  maior teor de polifendis no total, refletindo a ~ SASAKI et
bruto). A partir do EBPC foi fosfomo-  extratos de guarana (EBPC, BHT + DPPH + reagente andlise de antioxidante, com um baixo I1Cs al., 2007)
preparado 2 subfragdes: EPB libdénio AQE, EPA, e EPB) pelodo metanol (branco); DPPH: 2,0 a 20,0 pg e um maior RAC mais elevada em relacéo
e EPA (Patente No. PI (CAR) e método RAC (atividade (CAR): acido mL™* aos outros extratos
0006638-9) DPPH antioxidante relativa) e ascorbico (padrao)
DPPH
42 Atividade As sementes foram In vitro: Investigar a atividade butil hidroxianisol 0,1-10 mg mL™ O extrato metanodlico exibiu uma forte (DALONSO e
antioxidante desengorduras com DPPH antioxidante do extrato (BHA) e 4cido capacidade de captura de radicais DPPH  PETKOWICZ,
tolueno:etanol (2:1, v/v) em metandlico e da fragéo ascoOrbico como (90,9% a 10 mg mL'l). Na mesma 2012)
um extrator Soxhlet (48 h). O péctica das sementes de controles positivos concentragao, o polissacarideo mostrou
material seco foi tratado com guarana uma atividade antioxidante de 68,4%. Para
metanol:agua (4:1 v/v) sob uma concentragdo mais elevada, o extrato
refluxo. O residuo foi seco foi metandlico e o polissacarideo exibiram
utilizado para extragédo dos efeitos de remogéao de radicais hidroxil
polissacarideos. Para isto, semelhantes (70%)
utilizou-se uma sequéncia de
extragcao com os solventes:
DMSO, agua, NaOH
43.Atividade Extrato hidroalcodlico de In vitro: Investigar in vitro os Controle: sem 0,05;0,1; 0,5; 1, e 5 pg Guarana demonstrou uma alta atividade (PORTELLA
antioxidante guarand - alcool e 4gua amostras potenciais efeitos do guarana mL™. TRAP: 0,01-10 pg antioxidante in vitro, principalmente nas etal., 2013)
(70:30) (300 mg mL™). de LDL, guarana sobre a oxidag&o mL? concentragdes de 1 e 5 ug mL™,
Cafeina = 12,240 mg g'l, Soro de LDL e soro demonstrado pela supresséao dos dienos
teobromina = 6,733 mg g'l, humano e conjugados e produgdo TBARS, destruicéo
catequinas totais = 4,336 mg TRAP de triptofano e alta atividade TRAP

g'l, e taninos condensados =
22mgg”
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
44.Efeito protetor/ Extrato hidroalcodlico de In vitro: Testar o potencial protetor  Controle negativo: 0,5;1;5;10e 20 mg Os autores concluem que o guaranatem  (BITTENCOUHR
antioxidante guarana &lcool e &gua cultura de do guarané sobre a culturade célula  mL"(solucdo aquosa)  efeitos antioxidantes sobre o metabolismo T etal,, 2013)
(70:30). (300 mg mL™). O fibroblas-tos  citoxicidade causada por sem SNP e de NO, principalmente em situagdes onde
extrato liofilizado foi diluido embriona- nitroprussiato de sédio guarana. Controle ocorre aumento dos niveis de NO
em agua destilada e rios (células  (SNP), que libera cianeto positivo de
preparado a concentracdo de  NIH-3T3) e/ou oOxido nitrico (NO) toxicidade: amostra
200 mg mL™. Ap6s algumas com 10 pM SNP
etapas esta solucao foi
adicionada ao meio de
cultura. Cafeina (12,240 mg g
'), teobromina (6,733 mg g™),
catequinas totais (4,336 mg g’
!) e taninos condensados (16
mgg?)
45, Estresse P6 de guarana extrafino. In Avaliar os efeitos do Cada participante 3g do pé diluido em O tratamento contribuiu para reduzir o (YONEKURA &
oxidativo Realizado composi¢éo vivo.huma- guarana sobre marcadores agiu como controle  300mL de agua antes  stress oxidativo de individuos com excesso al., 2016)
fitoquimica e de nutrientes do nos com antioxidantes e atividades depois do 15° dia do consumo, de peso clinicamente saudaveis, por meio
p6, como por exemplo: total  sobrepeso;  das enzimas antioxidantes  de interrupgdo do diariamente por 15 dias da ac&o antioxidante direta das catequinas
fendlicos 151,8 mg g-l; Ex vivo: fase Il em individuos com tratamento, por antes do café da absorvidas e regulagao crescente de
catequina 30,0 mg g-l; oxidagdo de sobrepeso saudaveis apos mais 15 dias manha enzimas antioxidantes/desintoxicantes
proantocianidina B1 3,72 mg LDL e ingestao individuais e
g-'; cafeina 39,8 mg g-}, entre capacidade diarias
outros antioxidante
total do
plasma
46. Estresse Extrato hidroalcodlico de In vivo: Investigar os efeitos Controle: sem 0,05;0,1;0,5; 1 e 5 ug O consumo de guarana regular ou sua (PORTELLA
oxidativo e guarana - alcool e 4gua Amostras potenciais do guarana em guarana mL?; 2 grupos: aqueles  eventual incluséo na dieta pode produzir etal., 2013)
desordens (70:30) (300 mg mL'l). sangui- pessoas idosas ha oxidagéo gue ingerem guarana determinados beneficios de saide e
metabolicas (efeitos Cafeina = 12,240 mg g'l, neas do soro (ao menos 5x por potencial defesa contra o estresse oxidativo
na oxidacao do teobromina = 6,733 mg g'l, humanas; semana) e aqueles que e alterag6es metabdlicas. Redugéo de 27%
LDL) catequinas totais = 4,336 mg In vitro: nunca tinham ingerido da oxidacédo de LDL
g'l, e taninos condensados =  amostras
22 mg g'1. Extrato obtido foi de LDL
diluido em &gua destilada isolado

(200 mg mL™), infus&o por
7min e centrifugado

(continua)
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células

49.Alteracéo da A partir do p6é comercial seco
marcacdo radioativa de guarana fez-se uma
e morfologia de diluicéo com solucéo 0,9% de

NaCl

ratos Wistar extracto de guarana sobre o

In vitro:
células
vermelhas
do sangue

processo de marcagao
utilizando tecnécio-99m (Tc-

99m)

QUADRO 3.5 (continuagéo)
Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
47..Efeitos nas Geralmente o p6 de guarana In vivo: Avaliar a associacdo de Quem nunca Variavel: conforme o O grupo que consumiu guarana mostrou (KREWER et
comorbidades € misturado a agua e agucar humanos desordens metabdlicas, consumiu guarana consumo antes do uma menor prevaléncia de hipertenséo, al,, 2011)
metabdlicas antropometria, metabolismo tratamento, pelo obesidade e sindrome metabdlica do que o
oxidativo e a ingestéao menos, 2x ou mais por grupo controle. E sugerido um efeito
habitual de guarana em semana protetor potencial do guarana contra
idosos desordens metabdlicas em idosos
48. Efeitos P6 de guarana. Cafeina In vivo: Avaliar os efeitos do Salina P6 de guarana 12,5; Um aumento da hidrélise da adenosina (RUCHEL et
hipercolesterolé- =3,754 mg g*; teobromina = ratos guarana sobre o 25; ou 50mg kg™ por trifosfato foi observado nos linfocitos de al., 2016)
micos e anti- 2,065 mg g';, total catequinas adultos metabolismo de dia. Concentragao de ratos com hipercolesterolemia e tratados
inflamatérios totais=1,330 mg g; e taninos machos nucleotideos adenina em cafeina equivalente a com 25 ou 50 mg kg™ por dia, quando
condensados=6,747 mg g™ Wistar linf6citos e parametros dose mais alta. Dose comparada com os outros grupos. O grupo
bioquimicos de ratos com v. 0. por 30 dias hipercolesterolémico tratado com guarana
hipercolesterolemia (50 mg kg'l) mostrou diminuic&o da
induzida atividade da ecto-adenosina deaminase, em
comparagdo com os grupos de dieta
normal.O guarana foi capaz de reduzir o
colesterol total e LDL a niveis basais em
ratos com hipercolesterolemia. Altas
concentragdes de guarana associada com
uma dieta hipercolesterolémica
provavelmente contribuiu para a redug¢do do
processo inflamatério
In vivo: Avaliar a influéncia do NaCl 0,9% 20,0; 30,0; 50,0; 100,0; Os resultados mostraram uma significativa (DE

€200,0 mg mL™

redug&o na captagéo de radioatividade para OLIVEIRA et
o0 RBC devido ao extrato de guarana. Além al., 2002)
disto, com a adi¢ao do extrato houve
alteracdo na morfologia destas células
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
50.Alteracdo na 2 g do p6 comercial de In vivo: Estudar a influéncia de NacCl 0,9% 200 mg mL™ O guarana tem um efeito relevante sobre a  (FREITAS et
ligagdo do guarana foi diluido com 10 mL ratos extrato comercial de ligagdo do **"Tc-DMSA com fracdes al., 2007)
radiofarmaco de 0,9% NacCl. Apés Wistar. In guarana na ligagédo do insolGveis das proteinas das células
componentes de centrifugacao e descartado o vitro: radiofarmaco tecnécio-99m- sanguineas. E sugerido que este extrato
sangue sobrenadante, foi obtida células acido dimercaptosuccinico pode afetar os sitios da agcdo de AS e TCA.
solugéo salina de guarana vermelhas (**" Tc-DMSA) sobre os A presencga de metabdlitos diferentes com
(200 mg mL™), que foi do sangue constituintes do sangue propriedades redox especificas, devido a
utilizada em todas as (RBC) usando 2 agentes metabolizagdo do extrato de guarana,
diluicdes posteriores precipitantes: &cido poderia estar competindo para os mesmos
tricloroacético (TCA) e locais de ligag&o de *°™Tc-DMSA em
sulfato de aménio (AS) proteinas plasmaticas e celulares
51.Efeito P6 diluido em agua na hora In vivo: Avaliar o efeito potencial do Agua 2mg g~,PC (peso O guarana foi eficaz na atenuagéo de (LEITE etal.,
citoprotetor/ da administragéo ratos Wistar  guarana na prevencao ou corporal) por 56 dias alterac6es morfologicas em células de 2011)
espermatogénico atenuacgéo dos danos Leydig, bem como areduc¢éo da resposta
testiculos de ratos inflamatéria. Os animais tratados apenas
causados por exposi¢do ao com guarana apresentaram um aumento
cadmio significativo nos niveis de testosterona no
plasma e nas propor¢des volumétricas de
tubulos seminiferos, os quais sédo
indicativos da estimulagdo espermatogénica
52.Efeito P& comercial da semente In vitro: Avaliar a possivel protegéo Células controle 9,7a6250gmL" A adi¢d@o de guarana aumentou (DE
citoprotetor seca de guarana foi células SH-  do sobre linhagem celular foram tratadas significativamente a viabilidade celular das ~ OLIVEIRA et
preparado com adi¢édo de SY5Y dopaminérgica humana SH- somente com células SH-SY5Y tratadas com rotenona, de al., 2011)
DMSO por 24 horas, SY5Y, contra a DMSO forma dose-dependente
centrifugado e seu citotoxicidade induzida por
sobrenadante filtrado rotenona
53.Efeito P¢6 de guarana diluido em In vivo: Avaliar se o guaranéa é Agua Cadmio:1,15 g~ kg PC  Apds a exposicéo ao cadmio, os animais  (LEITE etal.,
citoprotetor agua na hora da ratos Wistar capaz de reduzir danos (peso corporal); Pé de suplementados com guarana mostraram 2013)
administracéo morfolégicos induzidos por guarana: 2mg kg‘1 uma diminuig&o significativa na proporgéo
cadmio, em testiculo de (PC). 1X ao dia por 56 de tabulos seminiferos danificados.
dias Também, a suplementagéo de guarana foi

ratos
eficaz em manter o nimero de células de

Leydig por testiculos nos animais expostos
ao cadmio (continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
54.Atividade Extrato etandlico (extragao In vitro: Avaliar extratos de varias Em microplacas: 1,5 mgmL™ O guarana se mostrou bastante promissor  (TREVISAN e
anticolinesterasica exaustiva) atividade  plantas, incluindo guarana, branco (10% para isolamento e caracterizacéo de MACEDO,
anticoli- gue poderiam inibir a metanol no tampao compostos inibidores da acetilcolinestase, 2003)
nesterasica atividade da enzima 50 mM Tris, HCI pH pois seu extrato inibiu a enzima em 65%
acetilcolinesterase, pois os 8)
inibidores desta enzima
demonstram a maior
eficiéncia no tratamento
clinico na doenca de
Alzheimer
55.Neuroprotetor P6 de guarana. Cafeina In vitro: Avaliar o potencial efeito do Células sem 10, 100, and 1000 ug  Os autores afirmam que o guarana é capaz (BITTENCOU
(previne (34,19 mg g), teobromina  células tipo  extrato de guarana contra tratamento mL™ de inibir a glicagdo albumina mediada por RT etal.,
citoxicidade celular) (0,14 mg g'l), catequinas neuronais  agregacédo B-amildide 1-42, glucose/frutose, MGO e GO 2014)
(3,76 mg g'l) e epicatequina  (SH-SY5Y) glicag&o de proteinas, bem
(4,05 mg g-1). Uma solugéo como a citotoxicidade
estoque de guarana (10mg induzida por metilglioxical
mL'l) é preparada para (MGO), glioxal (GO), e
diluicéo posterior acroleina (ACR) em células
SH-SY5Y
56.Efeito protetor P6 da semente pulverizada In vivo: Investigar as propriedades Agua 2,0mg g  PCpor16 O tratamento com guarana apresentou uma (FUKUMASU
contra danos ao de guarana diluido em agua camun- citotéxicas/anti-genotéxicas dias redugéo 52,54% no comprimento da etal., 2006a)
DNA na hora do uso. Controle de dongos do guarana em hepatécitos imagem do cometa de animais expostos ao
gualidade do pé: Taninos de ratos injetados com N- DEN. Autores afirmam que o guarana tem
totais (13,0%, taninos nitrosodietilamina (DEN) um efeito protetor contra danos ao DNA
condensados (5,72%) induzidos por DEN no figado de ratos
57.Efeito A solugcéo administrada foi In vivo: Avaliar os efeitos CCl, (1 mL kg™, 100, 300 and 600 mg O guarana previne a quebra do filamente o~ (KOBER et
neuroprotetor preparada no dia do uso pela Ratos neuroprotetores de pé de 50% em azeite) kg'l, diariamente por de DNA na leséo induzida por CCls em al,, 2015)
diluicdo em &gua do p6 de machos sementes de guarana sobre  parainduzir dano  um periodo de 14 dias ratos
guarana (12,240 mg g'l Wistar dano ao DNA induzida por  ao DNA. Controle:

cafeina, 6,733 mg g™
teobromina, 4,336 mg g™,
catequinas totais e 16 mg g'l
taninos condensados

CCl, (tetracloreto de
carbono) em ratos

agua
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
58.Efeito P6 de guarana(FUKUMASU In vivo: Verificar os efeitos do Grupo controle: 0,1;1,0; ou 2,0 mg PC A incidéncia e multiplicidade de lesGes (FUKUMASU
quimiopreventivo et al., 2006a) foi misturado camun- guarana na somente alimento por 25 semanas macroscoépicas foram reduzidas com o etal., 2006b)
com alimento comercial em dongos hepatocarcinogénese em comercial tratamento com guarana. De acordo com
p6 com a mesma granulagao camundongos estes resultados, guarana apresentou
efeitos inibitérios na hepatocarginogénese
causada por DEN em camundongos
59. P6 de guarana diluido em In vivo: Avaliar o efeito de inibicao Controle: ndo 20mgg’ PC Neste modelo de rato, o tratamento de (FUKUMASU
Efeito anticanceri- agua camun- do crescimento da tratado com diariamente até 21 dias guarana diminuiu a proliferacdo e aumentou  etal., 2008)
geno dongos administragdo diaria de guarana a apoptose de células tumorais,
guarana no modelo consequentemente reduzindo a area do
experimental de metastases tumor (68,6%)
de melanoma B16F10
60. Pé de guarana (FUKUMASU In vivo: Relatar o efeito Grupo controle 100, 1000 e 2000 mg O tratamento com guarana por 21 dias (FUKUMASU,
Efeito anticanceri- et al., 2006a) diluido em camun- antiproliferativo do recebeu somente kg' PC por 28 dias  aumentou sobrevivéncia dos camundongos. LATORREe
geno etanol dongos tratamento com guarana em agua O guarana atua diretamente nas células ZAIDAN-
. - . . DAGLI, 2011)
Carcinoma Ascitico de cancerosas e o pré-tratamento realizado
Ehrlich (EAC) em pelo modelo proposto neste trabalho néao é
camundongos necessario
61.Efeito Extrato hidroalcodlico de In vitro: Avaliar os efeitos do Células nao 1,5e10pgmL™ Os principais resultados demonstraram um (HERTZ et
antiproliferativo guarana alcool e agua células de guarana na resposta das tratadas efeito antiproliferativo de guarana em al., 2015)
(70:30). (BITTENCOURT et cancer de células de cancer de mama concentracfes de 5 e 10 ug mL™ e um
al., 2013): Cafeina (12,240 mama a 7 agentes quimioterapicos efeito significante sobre a agéo do farmaco
mg g'l), teobromina (6,733 mg MCF-7 atualmente utilizados no quimioterapéutico. Os resultados sugerem

g™, catequinas totais (4,336
mg g™) e taninos
condensados (16 mg g*). O
extrato liofilizado foi diluido
em &gua (200 mg mL™) para
sua utilizag&o, 7 min de
fervura, centrifuga e filtrada
para posterior diluicdo em
agua

tratamento de cancer de
mama

uma interagdo de guarand com as drogas
quimioterapicas

(continua)
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QUADRO 3.5 (continuagéo)
Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacologica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
62.Efeito P6 do guarana In vitro: Avaliar se a suplementacéo Células 1,5,10, e 20 mg mL™ Os resultados sugerem que a (MACHADO
proliferativo (BITTENCOURT et al., 2013). adipdcitos-  com guarand em meiode  senescentes ndo suplementacdo de guarana poderia reverter ~ tal., 2015)
(diminuicéo do Extrato hidroalcodlico de mesen- cultura de células tratadas 0s processos de senescéncia iniciais em
processo de guarana (70:30), alcool:agua. quiais senescentes ASCs pode ASCs. Estes resultados tém potencial de
senescéncia) Concentragdo da solucao senes- ajudar a diminuir o processo aplicacdo em medicina regenerativa
mée: 300 mg mL™. centes de senescéncia, bem como
(ASCs) reduzir o dano potencial
causado pelo stress
oxidativo
63. Interacdo entre Extrato contendo 12% cafeina In vitro: Avaliar um potencial de Veiculo: 0,5% A. guarana (821 mg kg A diminui¢ao das concentragdes (RODRIGUE
drogas obtido comercialmente. Ndo  ratos Wistar  interac&o extrato vegetal-  solucdo aquosa de ') e amiodarona (50 mg plasmaticas de amiodarona também foi Setal., 2012)
hé&relatos da forma de medicamento entre um carboximetil- kg™); B. 14 dias com  acompanhada por uma redug&o significativa
preparo do extrato extrato padronizado de celulose guarana (821 mg kg'1 as concentragdes teciduais de amiodarona
guarana e amiodarona em por dia) e amiodarona e MDEA (metabdlito da amiodarona),
ratos (50 mg kg'l) s6no 15° particularmente no corag&o. E sugerido ndo
dia ser prudente tomar o extrato de guarana
com amiodarona
64.Contra doencgas Extracdo de guarana, In vitro: Avaliar o efeito de guarana  Controle positivo: 10 mg mL-1 O extrato de guarana ndo mostrou atividade (MATSUURA
orais acetona/agua (70:30, v/v), células na hidrofobicidade da gluconato antifngica, nem a adesao reduzida de C. etal., 2015)
obtendo o EBPC (patente). epiteliais  superficie celular (CSH), na  clorhexidina 2%; albicans para a superficie dos compdsitos
EBPC foi particionado com bucais formagéo biofilme, e na Controle negativo: de nanoparticulas. No entanto, reduziu a
acetato de etila, que resultou ades&o de C. albicans ao tampao fosfato adesdo de C. albicans para BEC e para
na fracédo aquosa e fragao poliestireno, as resinas salino poliestireno. Estes resultados indicam que
acetato de etila. Fragédo compostas, e células este extrato tem potencial de uso na
aquosa: 10 mg mL* (Patente epiteliais bucais (BEC) prevencdo de doengas orais
N. P1 0006638-9)
65.Controle da Extrato aquoso de guarana In vivo: Testar extratos de guarana  Controle positivo: ~ Bochechos com 10 mL  Os extratos de guarana nas concentragcdes (BARBOSAe
placa dental produzido por turbolizag&o. humanos em diferentes gluconato de de extrato de guarana utilizadas mostraram-se eficientes em MELLO,
bacteriana Taninos totais: 5,78% concentracdes e naforma clorexidinaa 0,12% a5 e 7% por 1 min por comparagao ao controle positivo 2004)
de bochecho na atividade 4 X ao dia
antiplaca bacteriana
dentéria .
(continua)
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Atividade Detalhes do extrato ou Testes In Objetivo Controle usado Dose testada da Resultados obtidos Ref.
farmacolégica forma farmacéutica vivo/ droga
pesquisada In vitro/ Ex
vivo
66.Prevencao da EBPC AgQE, EPA e EPB In vitro: Analisar de forma preliminar  Controle negativo: Extratos com uma EBPC deu o melhor resultado; mesmo com (YAMAGUTI-
placa dental (Patente N. Pl 0006638-9) Teste de o potencial antibacteriano sem tratamento; concentracéo de uma concentrag&o mais baixa, mostrou a SASAKI et
bacteriana adesdoe  de diferentes extratos de  Controle positivo:  taninos de 750 pyg mL™Y:  melhor ac&o na aderéncia de S. mutans, al., 2007)
MIC guarana (AqE, EBPC, EPA gluconato de AqQE 4,64; EBPC 2,41; com a inibic&o 79,69%. E sugerido que este
e EPB) contra clorexidinaa 1,2 ug EPA 2,50; e EPB 4,39 extrato pode ser utilizado para a prevengao
Streptococcus mutans mL* mg mL™ da placa dentaria bacteriana
67.Atividade Extrato etandlico (extragdo  In vitro: MIC Avaliar a atividade Culturas controle Concentragdes entre Pseudomonas aeruginosa (27853) (MIC = (BASILE et
antimicrobiana sélido-liquida dindmica: 8h a antibacteriana do extrato de contendo somente 16 e 128 ug mL™* 16 pg mL™), Proteus mirabilis (7002) (MIC = al., 2005)
8 atm, temperatura ambiente) guarana contra bactérias tampdo. Controle 32 ug mL™), Proteus vulgaris (12454) (MIC
Gram-positivas e Gram- positivo: =32 ug mL™) e Escherichia coli (11229)
negativas antibiéticos (MIC = 32 pg mL™) foram os mais inibidos
padrdes
68.Atividade EBPC, FAQ, EPA e In vitro: MIC Avaliar a atividade Controle positivo: 2 mg mL? Mesmo em concentragfes acima de 1000  (ANTONELLI-
antimicrobiana subfragdes da fragéo EPA antibacteriana dos extratos antibiéticos pg mL™, o extrato de guarana nao USHIROBIRA
(extrato de guarana e compostos isolados de padrdes apresentou atividade contra estes etal., 2007)
patenteado) e compostos guarana contra microrganismos: Staphylococcus aureus
isolados. Patente N. PI Staphylococcus aureus, (25923), Bacillus subtilis (6623), Escherichia
0006638-9) Bacillus subtilis, Escherichia coli (25922) e Pseudomonas aeruginosa
coli e Pseudomonas (15442)
aeruginosa
69.Atividade Os diferentes extratos foram In vitro: Investigar as atividades Controle: etanol a 0,29 mL™ a 96% etanol Os extractos de guarana tém atividade (MAJHENIC,
antimicrobiana preparados com estes atividade  antimicrobianas de extratos 96% significativa contra o crescimento de SKERGET e
solventes: agua destilada, antimicro- de guarana contra trés bactérias deteriorantes causadoras de KNEZ, 2007)
metanol, 35% de acetona e biana fungos de origem alimentar intoxicag&o alimentar, tais como E. coli, B.

60% etanol. Principais
substancias do extrato foram
guantificadas

e trés bactérias prejudiciais
a saude pelo ensaio de
difusdo em poco e diluicao
em caldo

cereus, P. fluorescens e fungos
deteriorantes, como A. niger, T. viride e P.
Cyclopium. Extratos etandlicos exibem
maior atividade antimicrobiana que os
extratos aquosos
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Por outro lado, trabalhos de nosso grupo (AUDI et al., 2010; RANGEL, MELLO
e AUDI, 2013; RONCON et al., 2011), demonstraram que o extrato semipurificado do
guarand possui tanto efeito ansiolitico como efeito panicolitico. Rangel e
colaboradores (2013) concluem ainda que 0s neurotransmissores serotoninérgicos,
dopaminérgicos e glutamatérgicos estdao envolvidos no efeito ansiolitico, e os
serotoninérgicos e dopaminérgicos estdo envolvidos no efeito panicolitico.

Entretanto, o guarana tem sido utilizado ha muito tempo pelos indios como
estimulante. E este efeito estd muito associado com a presenca da grande
guantidade de cafeina presente em suas sementes, como citado anteriormente. As
propriedades psicoativas do extrato de guarana foram inicialmente observadas por
Kennedy e colaboradores (2004). Os resultados mostraram que doses sozinhas de
guarana (75 mg) e ginseng ou a unido das duas plantas promoveram uma melhora
no desempenho cognitivo em humanos. Outro estudo, fornecendo a primeira
pesquisa de efeitos de diferentes doses de guarana em humanos (37,5; 75; 150; ou
300 mg) também obteve o mesmo resultado principalmente nas doses mais baixas
(HASKELL et al., 2007). Estas doses mais baixas tinham um maximo de 4,5 a 8,4
mg de cafeina. Estes resultados sugerem que a melhora no desempenho cognitivo
promovido pelo guarana ndo pode ser atribuido somente ao conteudo de cafeina, ja
gue estas doses contém um nivel considerado baixo de cafeina para produzir efeitos
positivos.

Em outro estudo foram obtidos resultados positivos também na menor dose
(0,3 mg mL™) que contém 6,2 pg mL™ de cafeina (quantidade em torno de 16 vezes
menor do que a cafeina, utilizada como droga de referéncia) (ESPINOLA et al.,
1997). Resultados similares foram obtidos por Pomportes (2015) em que foram
observados resultados melhores na capacidade cognitiva, inclusive uma estabilidade
na modulacdo parassimpatica no tratamento com complexo vitaminico contendo
guarana em relacdo a dose equivalente de cafeina isolada. Em resumo, evidéncias
sugerem que diferentes componentes, tais como flavonoides (SCHOLEY e
HASKELL, 2008), saponinas e taninos (ESPINOLA et al., 1997; MATTEI et al., 1998;
OTOBONE et al.,, 2005) podem contribuir para este efeito psicoativo. Este efeito
poder ser inclusive atribuido a interacdes sinérgicas entre estas varias substancias
psicoativas presentes no extrato de guarana.

Existe um grande interesse na substituicio de antioxidantes sintéticos pelos

naturais em alimentos, incentivando uma busca por fontes naturais para este fim. E
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isto ndo se limita & industria alimentar, pois os antioxidantes sdo muito utilizados e
necessarios para prevenir a deterioracdo de outros bens pereciveis como
cosmeéticos, farmacéuticos, e plasticos. Além disto, sdo relacionadas aos
antioxidantes outras propriedades biolégicas como anticarcinogenicidade,
antimutagenicidade, antialergenicidade e atividade antienvelhecimento (MOURE et
al., 2001). Diversos trabalhos demonstram que o0 guarand exibe interessantes
atividades antioxidantes (BASILE et al., 2005; BITTENCOURT et al.,, 2013,
DALONSO e PETKOWICZ, 2012; MAJHENIC, SKERGET e KNEZ, 2007; MATTEI et
al., 1998; PORTELLA et al., 2013; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Estes autores
sugerem que os polifendis (especificamente taninos) sdo o0s principais responsaveis
por este efeito, além ainda da presenca de polissacarideos (DALONSO e
PETKOWICZ, 2012) do guarana. O efeito antioxidante foi sentido mesmo em baixas
concentracdes e também foi relatado que este efeito € dose-dependente (BASILE et
al., 2005; MATTEI et al., 1998). Yamaguti-Sasaki e colaboradores (2007), testando
extrato bruto e semipurificado, obtiveram maiores quantidades de polifendis, menor
valor no ICsp e maior capacidade antioxidante relativa (CAR) para o extrato
semipurificado de guarana.

Outra caracteristica promissora do guarana € sua atividade antimicrobiana
podendo também ser usada na industria na conservacdo de produtos ou, por
exemplo, da prevencao de doencas causadas por microrganismos. O extrato aquoso
de guarana na forma de bochechos foi avaliado em humanos. A atividade antiplaca
foi determinada segundo do método de Greene e Vermillion por meio do indice de
higiene oral simplificado em individuos livres de céaries e doencas periodontais. O
extrato de guaranad mostrou-se eficiente estatisticamente em comparacdo ao
controle positivo, podendo ser empregado como alternativa no controle da placa
bacteriana (BARBOSA e MELLO, 2004). Yamaguti-Sasaki e colaboradores (2007)
avaliaram o extrato semipurificado de guarand e este demonstrou atividade
antibacteriana in vitro frente a Streptococcus mutans, espécie bacteriana associada
a atividade cariogénica. A atividade antibacteriana frente a S. mutans demonstrada é
diretamente proporcional a quantidade de polifendis presentes no extrato.

Os extratos de guarana também apresentaram atividade frente a varias cepas
de bactérias e fungos (Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens, Aspergilus niger,
Trichoderma viride e Penicillium cyclopium) (BASILE et al., 2005; MAJHENIC,
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SKERGET e KNEZ, 2007). Os resultados mostraram que extratos alcodlicos exibem
maior atividade antimicrobiana, enquanto os extratos aquosos de semente de
guarana mostraram pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana contra
microrganismos testados (MAJHENIC, SKERGET e KNEZ, 2007). Entretanto, outros
autores utilizando extratos brutos, fracdes semipurificadas do guarana contra cepas
de S.aureus, Bacillus subtilis, E. coli e P. aeruginosa, e mesmo em concentracdes
de até 1000 mg mL*?, demonstraram ndo haver atividade contra esses
microrganismos (USHIROBIRA et al., 2007). Por outro lado, extratos de semente de
guarana obtidos por tecnologia supercritica, utilizando 40% de cossolvente,
obtiveram atividade antibacteriana contra cepa de S. aureus meticilina resistente
(MARQUES et al., 2016). Esta discordancia de resultados pode ser em virtude da
forma de preparacéo do extrato, modo de secagem das sementes, local de colheita,
entre outros fatores, como sera abordado posteriormente.

Algumas interagdes medicamentosas tém sido atribuidas ao guarana, como a
potencializacdo da acdo de drogas quimioterapicas, causando efeito antiproliferativo
(HERTZ et al., 2015), quando administrado com anticoagulantes pode inibir a
agregacado de plaquetas aumentando o risco de sangramento (NICOLETTI et al.,
2007). Por outro lado o uso do extrato de guarana pode ser potencialmente util na
prevencdo de doencas como trombose e outros problemas vasculares, ja que ha
estudos (Bydlowski and others 1988, 1991) demonstrando que ele tem acéo
antiagregante sobre as plaquetas.

Assim como em outras espécies, 0 guarana tem sido utilizado pelo seu efeito
adaptégeno e por isso muito Ut em casos de dependéncia de drogas,
particularmente para aliviar a ressaca do abuso de bebidas alcodlicas (CARLINI et
al., 2006).

Todos os trabalhos anteriormente citados utilizaram as sementes de guarana
para seus estudos. Entretanto, Lima e colaboradores (2015) demonstraram atividade
antiplasmédica moderada a partir de extratos cloroférmicos de ramos e fruto de
guarana. Extratos metanodlicos e aquosos das mesmas partes da planta e ainda
extratos cloroférmicos, metandlicos e aquosos da folha, ndo apresentaram esta

atividade.
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3.7 Toxicidade

A planta medicinal, utilizada na preparacdo de medicamentos, € um produto
estranho ao organismo humano, introduzido nele para fins terapéuticos. Portanto,
como todo corpo estranho, os produtos de sua biotransformagdo podem levar a
reacdes por parte do organismo humano. Em virtude disto, o uso popular, € mesmo
tradicional, ndo € suficiente para validar as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros. A avaliagdo dessa seguranca deve ser feita com estudos
farmacoldgicos e toxicolégicos pré-clinicos e clinicos (LAPA et al., 2001). Os estudos
toxicoldgicos pré-clinicos séo realizados seguindo-se protocolos aceitos
internacionalmente, ainda que, as exigéncias legais variem de pais a pais.

Estudos tém sido realizados para avaliar a possivel toxicidade dos extratos de
guarana ou sua associacdo com outras plantas em testes in vivo e in vitro (Quadro
3.6). Extratos fluidos de guarana foram utilizados em associacdes com outras
plantas para testar a toxicidade destas formulacdes em testes in vivo (MELLO,
MELLO e LANGELOH, 2010; OLIVEIRA et al., 2005). Nas dosagens testadas estes
extratos mostraram-se seguros, ndo apresentando nenhum efeito toxico perceptivel
com um tratamento de 28 ou 30 dias. Outros trabalhos (ESPINOLA et al., 1997;
MATTEI et al., 1998) in vivo e in vitro descrevem nenhuma ou baixa toxicidade para
extratos aquosos de guarana, mesmo com 23 meses de tratamento. Em doses mais
altas, Santa Maria e colaboradores (SANTA MARIA et al.,, 1998) investigaram a
citotoxicidade de extrato aquoso de guarana nas concentracdes de 10; 20; 30; ou 40
mg mL™* em células de ovario hamster chinés. Na menor dose testada o extrato
mostrou-se inofensivo, mas o0s autores alertam que o uso prolongado ou em altas
doses poderia ser prejudicial a saude humana. Ja uma fracdo semipurificada de
guarana apresentou um possivel efeito téxico para o figado, com uma
susceptibilidade bioldgica maior em ratos machos nas doses de 150 e 300 mg kg™,
apos 90 dias de tratamento (ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2010). Zeidan-Chulia
e colaboradores (2013) concluiram que as células neuronais humanas SH-SY5Y
tratadas com guarana desenvolveram sinais de degeneracao de neurite e apoptose.
Os autores sugerem que a remocao excessiva de espécies reativas de oxigénio
intracelular, a niveis ndo fisioldgicos poderia ser uma causa da toxicidade in vitro
induzida por guarana. Em outro estudo (DA FONSECA et al., 1994), os extratos de
guarana foram considerados genotoxicos como avaliado por inducéo lisogénica em

E. coli. Estes extratos também foram capazes de induzir mutagénese em Salmonella
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Typhimurium. Esta genotoxicidade foi relacionada com a presenca de um complexo
molecular formado por cafeina e um flavondide (catequina ou epicatequina) na
presenca de potassio.

Portanto, em testes de toxicidade é importante determinar a dosagem utilizada
da droga, tendo em vista a forma de preparacdo do seu extrato e especificar a
guantidade administrada, principalmente em testes in vitro, que se leva em conta o
peso do animal. A falta de padronizagéo destes fatores remete a indagag¢des quanto
a definicdo de uma dose segura, tanto administrada de forma aguda quanto crénica.

3.8 Controle de qualidade

A qualidade das plantas medicinais € determinada, principalmente, pelo teor
de bioativos, responsaveis pelos efeitos terapéuticos e pela auséncia de
contaminantes. Cada etapa da producéo, do cultivo até a extracdo da matéria-prima,
tem impacto na qualidade e quantidade dos compostos ativos presentes nas plantas
(CARVALHO, COSTA e CARNELOSSI, 2010). A ma qualidade da matéria-prima
vegetal é motivo de preocupacdo por parte dos profissionais da area de saude e da
comunidade cientifica, pois pode interferir na eficacia e seguranca do produto.

A analise de amostras comerciais demonstra que muitas vezes esses
medicamentos estdo fora das especificacbes farmacopeicas de qualidade. Isto
demonstra a necessidade de implementacao de técnicas quantitativas no controle de
gualidade fisico-quimico de matérias-primas vegetais, além de reforcar a ideia de
gue empresas farmacéuticas que adquiram estes produtos devam ter maior critério
para o uso das mesmas, armazenando-as e manipulando-as de forma adequada e
realizando o controle de qualidade adequado (BARA et al., 2006).

A planta medicinal, depois de colhida, pode perder qualidade nas etapas
seguintes do processamento, 0 que torna o processo de secagem fundamental para
a qualidade final do produto (BORGO et al., 2010) As sementes do guarana podem
ser secas por diferentes métodos, e a escolha de um determinado método influencia
fortemente na qualidade do produto. A secagem, se nao realizada adequadamente,
pode possibilitar a degradacdo de bioativos, permitir a infestacdo e crescimento de
microrganismos e assim comprometer o teor dos principios ativos (CARVALHO,
COSTA e CARNELOSSI, 2010). Um estudo realizado por Ushirobira e
colaboradores (2004) relata um maior teor de metilxantinas obtido, com as sementes

secas em tacho metalico por 4 horas, com adicdo de agua. Enquanto que o maior
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teor de taninos totais foi obtido nas mesmas condi¢des, exceto sem adi¢do de agua.
Outro cuidado que deve ser tomado, € em relagdo as temperaturas utilizadas nesses
processos de secagem. Pagliarussi e colaboradores (2006) utilizaram uma técnica
de secagem em leito fluidizado e relatam que a temperatura 6tima de secagem de
extratos nesse estudo foi de 120 °C.

E bem conhecido que variaveis ambientais, tais como o pH do solo,
disponibilidade de nutrientes e teor de umidade do solo, também influenciam a
distribuicdo e atividade dos microrganismos do solo. Fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) sdo um importante componente da microflora em ecossistemas
naturais, com fungdes importantes na mineralizagdo e o ciclo de nutrientes da
planta, aumentando a eficiéncia dos nutrientes e absor¢cdo de &gua. Estudo
realizado por Oliveira e Oliveira (2005) relata a dinamica sazonal de FMA em plantas
de P. cupana. O percentual de coloniza¢do micorrizica atingiu valores maximos nos
meses de fevereiro e maio de 2000 (estacdo chuvosa) e foram registrados os
maiores numeros de esporos. A precipitacdo pluvial, o teor de umidade, e os teores
de nutrientes no solo foram significativamente e positivamente correlacionados com
a colonizacdo e com o numero de esporos. O teor de umidade do solo foi
positivamente correlacionado com o numero de esporos.

Algumas das etapas de processamento de guarana como 0 armazenamento,
por exemplo, também sdo fundamentais no controle de qualidade final do produto. A
armazenagem incorreta das sementes pode levar a perda de material, seja por
motivos de ordem fisica ou bioloégica. Uma das preocupacfes com a qualidade dos
produtos naturais é devido ao potencial de contaminacdo por outros fungos com
risco da presenca de micotoxinas, tornando o produto impréprio para consumo,
mesmo quando em embalagens originais da industria (CARVALHO, COSTA e
CARNELOSSI, 2010). Considerando ainda o aumento do uso mundial de produtos a
base de plantas como medicamentos alternativos, € necessario estabelecer normas
para drogas vegetais a fim de reduzir os riscos para a saude dos consumidores.

Além do armazenamento, a contaminacao fungica pode ocorrer nos processos
de plantio e colheita, bem como na manipulacdo das sementes, realizada de forma
inadequada (KNEIFEL, CZECH e KOPP, 2001). Esta contaminacdo pode levar a
deterioracdo e afetar as caracteristicas organolépticas. Além disso, alguns fungos
podem afetar a seguranc¢a do produto, como por exemplo, o Aspergillus sp., devido

algumas espécies serem produtores de micotoxinas.



Quadro 3.6 Toxicologia das sementes de P. cupana ou suas associa¢fes descritas na literatura.
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cafeina 0,1 mg
mL*

Detalhes do extrato ou forma Testes In vivo/ Objetivo Controle Dose testada da droga Resultados obtidos Ref.
farmacéutica In vitro/ Ex usado
vivo
a.Associagdo: Catuama®. Mistura de In vivo: Investigar se a administragdo N&o usou 25 mL Catuama®, 2X ao A administragdo de extrato (OLIVEIRA et
extratos hidroalcéolicos de 4 plantas: humanos, 18 a  cronica (28 dias) de Catuama® controle dia, durante 28 dias Catuaba® nao causou nenhum al., 2005)
5% guarana, 1% Zingiber officinalis 45 anos, IMC exibe qualquer efeito téxico efeito toxico perceptivel em
(ginger), 5% Trichilia catigua 19 a27 perceptivel em voluntérios voluntarios humanos saudaveis de
(catuaba), e 5% Ptychopetalum humanos saudaveis de ambos os ambos 0s sexos
olacoides (muirapuama) Sexos
b.Associacéo: extratos fluidos de In vivo: Coelhos Avaliar o potencial efeito Controle: Os 4,3 mL kg™ do produto Os resultados confirmam a relativa (MELLO,
Anemopaegma mirandum (catuaba),  adultos Nova toxicolégico do produto dados obtidos fitomedicinal seguranca deste produto, baseado MELLO e
Cola nitida Zelandia fitomedicinal, quando administrado de cada animal nos aspectos da andlise LANGELOH,
. . . . . . L 2010)
(n6z de cola), Passiflora alata por via oral durante 30 dias em imediatamente toxicolégica
(maracujd), Paullinia cupana coelhos da Nova Zelandia (macho antes do
(guarand) (1%), Ptychopetalum e fémeas) em uma dose diéria oral tratamento
olacoides (marapuama), equivalente a dez vezes o prescrito
e thiamin chlorhydrate (Nerviton®) para seres humanos
¢.0 po6 padronizado de guarana tinha In vivo: Avaliar os possiveis efeitos toxicos ~ Sem guarana Triagem de observagdo: O guarand, da mesmaformaque o (MATTEletal,
8,80% de umidade, 1,51% cinzas, Camundongos  do guarana. Experimentos Invitro  (agua e Tween 2000 mg kg™ (v.0.), 1000 e ginseng, n&o exerce efeitos toxicos. 1998)
2,10% cafeina e 16% taninos. Um  machos Swiss e e in vivo (agudos e crénicos) 80) 2000 mg kg™ (i.v.). Isto foi demonstrada apés a
extrato etandlico a 50% foi preparado  ratos machos foram realizados em animais de Potencializagdo do tempo administrac@o aguda de doses
para o ensaio in vitro. Wistar laboratério e foram comparados de sono e efeitos cronicos: elevadas destes produtos, bem
com os produzidos por Panax 0,3e3,0mg mL™. como no tratamento crénico com
ginseng Anatomia patolégica: 3,0 doses menores. Ndo foram
mg mL™ encontradas alteracGes nos animais
de peso corporal, mortalidade, ou
mesmo a nivel histopatolégico
d.Suspenséo do p6 da semente de P. In vivo: Avaliar possivel toxicidade do Controle: 0,3e3,0mgmL" Os animais tiveram o0 mesmo tempo  (ESPINOLA et
cupana em agua:Tween-80. O p6 camundongos  guarand em camundongos e ratos agua/Tween 80. de vida médio, indicando uma baixa al.,, 1997)
continha 2,1% de cafeina e 16% de Swiss e ratos Droga de toxicidade do guarana, mesmo
taninos Wistar referéncia: ap6s 23 meses de tratamento
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QUADRO 3.6 (concluséo)
Detalhes do extrato ou forma Testes In vivo/ Objetivo Controle Dose testada da droga Resultados obtidos Ref.
farmacéutica In vitro/ Ex usado
vivo
e.Extrato semipurificado de guarana In vivo: Avaliar a toxicidade de fragdo EPA  Controle: &gua  Avaliagao da toxicologia A DLso foi de 1,769g kg™ (v.0.) e (ANTONELLI-
(EPA). Acetona:agua (7:3; Viv), e camundongos  (contendo cafeina e varios flavan- aguda. Uma dose Gnicade 0,593 g kg™ (v. i.). Apos 90 dias, os ~ USHIROBIRA
entéo particionado com acetato de  machos Swiss e 3-6is e proantocianidinas) de EPA: v.0.,5,0; 2,5;0u 1,0 animais apresentaram alterac6es etal., 2010)
etila (10x, 5 L) (EPA) ratos Wistar de guarana em roedores gkg™;vi., 2,5;1,5;1,0; bioquimicas que indicam que o
ambos 0s sexos 0,5;0u0,1gkg™. figado é o 6rgao alvo, em caso de
Avaliagcdo da toxicologia  eventual toxicidade da fragdo EPA,
sub-cronica. 1X dia por 90 especialmente nos machos, em
dias, v.o.: 30; 150; ou 300 doses de 150 e 300 mg kg™
mg kg™
f.Extrato aquoso foi preparado na In vitro: células  Avaliar a citoxicidade de extratos Controle: Extratos adicionados ao Os resultados indicam que baixas  (SANTA MARIA
concentragdo de 200 mg mL™ de ovario de aquosos de guarana absorvancia meio de cultura em 4 concentragfes de guarana sédo etal., 1998)
(infusdo por 7 min e centrifugacdo)  hamster chinés determinada concentrag6es: 10, 20, 30 seguras, enquanto que maiores
(CHO) e células antes da adicé@o e 40 mg mL* doses deste produto podem ter
bacterianas de do extrato efeitos citotoxicos
Photobacterium
phosphoreum
g.Pd6 de guarana (4% de cafeina) In vitro: células  Elucidar os efeitos morfoldgicos e Controle: 3,125;12.5;e 50 mg mL"  Células tratadas com 12,5 a 50 mg (ZEIDAN-
diluido neuronais bioquimicos exercidos pela células n&o mL™ de guarana desenvolveram CHULIA et al.,
humanas SH- cafeina, taurina, e guarana, tratadas sinais de degeneragao de neurites 2013)
SY5Y sozinhos ou em combinacg&o, uma na forma de inchagos em varios
vez que sdo 0s componentes segmentos. Células tratadas
principais em bebidas energéticas também mostraram sinais
qualitativos de apoptose, incluindo
formacgéao de vesiculas na
membrana, retragéo celular e
positividade de caspase-3 clivada
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N&o ha limites de contaminacdo fungica de guarand especificamente na
legislacdo brasileira, tampouco existe qualquer mencdo a forma como deve ser a
comercializacdo ou acondicionamento. A legislagdo brasileira (BRASIL, 2001)
somente estabelece limites méximos para Coliformes a 45°C (10 UFC g™,
Estafilococos coagulase positiva (500 UFC g™*) e Salmonella sp. (auséncia em 25g)
para guarana (em po, capsulas, drdgeas ou similares) sozinho, ou em associagao
com outros farmacos.

Além do armazenamento, a composi¢cao quimica do guarand (Quadro 3.3)
demonstra suas propriedades energéticas. Desta forma, sugere a possibilidade de
contaminacao por cepas fungicas devido ao alto contetdo de lipideo e carboidrato
de suas sementes. Fatores adicionais como atividade de agua, umidade,
composi¢cdo do substrato, danos causados por insetos também influenciam o
crescimento fungico e producéao de micotoxinas (AQUINO et al., 2007).

Estudo realizado por Martins e colaboradores (2014) relata a presenca de
cepas toxigénicas em 2% das amostras analisadas e identificadas como Aspergillus
sp e Penicillium sp, ambas produtoras de micotoxinas, as quais afetam a seguranca
dos alimentos. A presenca de cepas micotoxigénicas em amostras de guarana
também foi relatada por Bugno e colaboradores (BUGNOI et al., 2006).

Uma maneira de diminuir tal problema seria a ionizacdo (raios gama) desses
materiais vegetais evitando o risco de contaminacédo de consumidores e fabricantes,
sendo util na comprovacao da qualidade sanitaria do produto (AQUINO et al., 2007).
Neste estudo, a analise microbiolégica mostrou que 90% das amostras em po de
guarana, obtidas de mercados ao ar livre, apresentaram crescimento fungico acima
do limite estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 1998).
Este limite é de 10° coldnias fungicas por grama para contaminagédo de matérias-
primas de plantas de uso interno. A flora predominante era de Aspergillus (82%) e
Penicillium (15%). Das amostras retiradas de industrias e farmacias, 70% excederam
este limite. O tratamento destas com 5 kGy de irradiacdo reduziu em 85% a
contaminacao, ficando dentro do limite estabelecido. Com a maior dose, 10 kGy, a
irradiacdo gama eliminou completamente a contaminac¢ao do guarana.

Outro tipo de contaminacdo produzida no processamento da semente de
guarana pode afetar sua qualidade. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
constituem uma familia de compostos caracterizada por possuirem dois ou mais

anéis aromaticos condensados (Figura 3.2). Representam uma importante classe de
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carcinégenos quimicos formados durante a combustdo incompleta de material
organico. Ocorrem como contaminantes em diferentes tipos de alimentos, devido
principalmente a poluicdo ambiental e alguns tipos de processamentos como a
defumacgao, a secagem e a torrefagdo. Durante o processamento das sementes de

guarana, estas substancias podem ser formadas como contaminantes quimicos.

s

Naftaleno ‘

Fenantreno Benzo(a)antraceno
Benzo(k)fluoranteno Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(b)fluoranteno

Benzo(a)pireno

Figura 3.2 Estruturas quimicas dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos que podem estar presentes como contaminantes das
sementes de guarana.

Treze marcas de guarana em po6 foram selecionadas para analise quanto a
presenca de cinco HPAs, considerados carcinogénicos e genotdxicos. Em 81% das
amostras, pelo menos um dos cinco contaminantes analisados estava presente,
sendo que em 35% das amostras, todos os HPAs foram detectados (CAMARGO et
al., 2006). E possivel observar neste estudo uma ampla faixa de variacdo nos niveis
médios de HPAs entre as diferentes marcas avaliadas, de 0,05 a 13,95 ug kg™.
Outro estudo realizado por Veiga e colaboradores (2014) relata a concentracdo de
HPAs encontradas em diferentes marcas de guarana em po, e observam variacdes
de 0,39 a 1,60 pyg kg*. Esses resultados indicam que essa ampla faixa de
concentragdo encontrada resulta, provavelmente, das diferentes formas de

processamento a que o guarana é submetido e pode resultar na presenca desses
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contaminantes no produto final. Entretanto, as quantidades de HPAs encontradas
nesta pesquisa foram abaixo dos valores estabelecidos pela legislacdo europeia
para outros tipos de alimentos, ja que no Brasil ndo hé legislagdo especifica para o
limite seguro destes compostos no guarana.

Ha uma preocupacdo na realizacdo de testes analiticos de controle de
qualidade que sejam precisos, sensiveis, reprodutiveis, de facil execucdo e baixo
custo, tanto para a analise da droga vegetal, quanto para a andalise de extratos e
derivados. Diversos sdo o0s testes analiticos farmacopeicos utilizados para
caracterizar uma droga vegetal, como por exemplo, perda por dessecacéao, teor de
extrativos, teor de residuo seco, teor de metilxantinas, taninos totais, umidade e
cinzas, entre outros. A analise térmica, como por exemplo, termogravimetria, mostra-
se como uma ferramenta potencial para a obtencdo de parametros tecnologicos, em
controle de qualidade, na andlise do teor de umidade e cinzas (ARAUJO et al.,
2006). Métodos espectrofotométricos sao utilizados em amostras de sementes de
guarana para determinacdo de metilxantinas e taninos totais (SOUSA et al., 2011;
USHIROBIRA et al., 2004; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007).

Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV), andlises cromatograficas por
cromatografia de camada delgada (CCD), CLAE (KLEIN, LONGUINI e MELLO,
2012; MARX e MAIA, 1990), a eletroforese capilar (KOFINK,
PAPAGIANNOPOULOS e GALENSA, 2007; SOMBRA et al., 2005) e cromatografia
eletrocinética micelar (MELLO e ITO, 2012) sado técnicas utilizadas na separacéo de
substancias presentes no extrato de guarana. Esta é uma importante etapa para
estabelecer um perfil cromatogréafico de extratos vegetais e consequentemente, sua

padronizacao.

3.9 Preparacao de extratos, padronizacéo e formas farmacéuticas

A escolha do método de extracdo € a parte mais importante do processo de
extracdo, pois a composicdo dos bioativos sera fortemente dependente desta etapa,
e consequentemente ira impactar na acao farmacoldgica esperada. Isto pode ocorrer
tanto em extragdes alternativas (“verdes”) - extracdes supercriticas, por micro-ondas
ou ultrassom-, como em extracbes convencionais, isto é, extracfes liquidas
baseadas em solventes organicos ou prensa mecanica. A extracao supercritica, por
exemplo, pode ser seletiva, com a obtengédo de compostos mais ou menos polares,

conforme o cossolvente adicionado ao sistema ou ainda com a definicdo de outras
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condicbes de extracdo como a temperatura (MARQUES et al., 2016).
Adicionalmente, extratos supercriticos de uma mesma planta, podem mostrar maior
concentracdo de compostos fendlicos e atividade antiradicalares do que aqueles
provenientes de uma extracdo sélido-liquida (PINELO et al., 2007), ou ainda serem
mais efetivos na extracdo de substancias com atividade antimicrobiana em relagéo
aos oriundos de uma extracdo metandlica (LIU et al., 2007). Da mesma forma ocorre
em extracBes convencionais, que podem apresentar atividades biolégicas mais ou
menos pronunciadas ou até mesmo auséncia destas, conforme as condi¢bes de
extragcbes empregadas para uma mesma planta (BEKTAS et al.,, 2016; CHISTE,
BENASSI e MERCADANTE, 2014; KALIA et al, 2008, MURUGAN e
PARIMELAZHAGAN, 2014; NGUYEN et al., 2016).

Portanto, apesar de notorio, ainda causa estranheza o fato de que muitos
estudos preocupam-se de forma insuficiente com a realizagcdo do controle da droga
vegetal bem como em fornecer dados necessarios para o esclarecimento da forma
de preparacéo do respectivo extrato.

Alguns autores indicam a dose de tratamento a partir de sementes de guarana:
em pé (BULKU et al., 2010; FUKUMASU et al., 2006b; GALDUROZ e CARLINI,
1994; GALDUROZ e CARLINI, 1996), muitas vezes comprado comercialmente ja
moido; na forma de capsulas ou comprimidos do p6 (CAMPOS et al.,, 2011;
SILVESTRINI, MARINO e COSENTINO, 2013); ou como a simples diluicdo do po6
em agua ou outro solvente (DE OLIVEIRA et al.,, 2002; ESPINOLA et al., 1997;
FREITAS et al.,, 2007; FUKUMASU et al., 2006a; FUKUMASU et al., 2008;
FUKUMASU, LATORRE e ZAIDAN-DAGLI, 2011; KOBER et al., 2015; KREWER et
al., 2011; LEITE et al., 2013; LEITE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; YONEKURA
et al., 2016), da semente torrada e moida sozinha. Ainda, as sementes moidas de
guarana ou seus extratos podem ser utilizados em associagdo com outras drogas
vegetais, normalmente formulacdes comercialmente disponiveis (ANTUNES et al.,
2001; BERUBE-PARENT et al., 2005; BOOZER et al., 2001; BULKU et al., 2010;
CAMPOS et al., 2004; KENNEDY et al., 2008; OPALA et al., 2006; POMPORTES,
LAURA et al., 2015; RUXTON et al., 2007).

Diversos trabalhos relatam a realizacdo de uma extracdo propriamente dita,
com temperatura controlada, tempo de extracdo definido e quantidade de solvente
padronizada (BARBOSA e MELLO, 2004; BASILE et al.,, 2005; BYDLOWSKI,
D'AMICO e CHAMONE, 1991; BYDLOWSKI, YUNKER e SUBBIAH, 1988; HASKELL
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et al., 2007; JIPPO et al., 2009; LIMA et al., 2005; MACHADO et al., 2015; MIURA et
al., 1998; PORTELLA et al., 2013). Outros autores fazem a moagem da semente
intacta e posterior extracdo com solventes organicos e seguida de semipurificacao
destes extratos, comumente por meio de particobes com diferentes solventes
(ANTONELLI-USHIROBIRA et al.,, 2007; DALONSO e PETKOWICZ, 2012;
MATSUURA et al., 2015; OTOBONE et al., 2005; OTOBONE et al., 2007; RANGEL,
MELLO e AUDI, 2013; RONCON et al., 2011; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007) ou
ainda outros tipos de extracdo como a extracdo supercritica (MARQUES et al., 2016;
MEHR, BISWAL e COLLINS, 1996; SALDANA et al., 2002).

Todos estes métodos de extracdo ou preparo da amostra citados sdo validos,
desde que seja realizado controle de qualidade da droga vegetal e padronizacao do
extrato por meio de técnicas cromatograficas ou espectroscopicas, como discutido
anteriormente (EDWARDS et al., 2005; KLEIN, LONGUINI e MELLO, 2012; KOFINK,
PAPAGIANNOPOULOS e GALENSA, 2007; PELOZO, CARDOSO e MELLO, 2008;
ROGGIA et al., 2016; SOMBRA et al., 2005; USHIROBIRA et al., 2004). Entretanto,
na maioria dos trabalhos ndo é citado se foi realizado o controle de qualidade da
droga e muitas vezes ainda faltam informac6es fundamentais para o processo, como
por exemplo, do tipo de extracdo realizada, solvente utilizado, temperatura, tempo
de extracdo ou outras informacdes pertinentes e importantes ao estabelecimento da
padronizacéo citada anteriormente.

Uma forma eficiente que alguns autores encontraram para dar maior
confiabilidade a seus resultados, além de fornecer informacdes especificas sobre as
etapas da extracdo, € a padronizacdo de métodos analiticos que avalie e quantifique
0S componentes principais de seus extratos (BITTENCOURT et al.,, 2014;
BITTENCOURT et al., 2013; CAMPOS et al.,, 2011; FUKUMASU, LATORRE e
ZAIDAN-DAGLI, 2011; HASKELL et al., 2007; HERTZ et al., 2015; KENNEDY et al.,
2004; KOBER et al., 2015; MAJHENIC, SKERGET e KNEZ, 2007; PORTELLA et al.,
2013; RONCON et al., 2011; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007), como por exemplo,
por meio da utilizacdo de metodologias como CLAE (KLEIN, LONGUINI e MELLO,
2012), eletroforese capilar (KOFINK, PAPAGIANNOPOULOS e GALENSA, 2007) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Estas
principais substancias presentes no guarana podem ser utilizadas como marcadores
quimicos também em prepara¢des cosmeéticas contendo guarana (FUNASAKI et al.,
2016).
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Yonekura e colaboradores (2016) utilizaram a ingestdo do p6 de guarana
ultrafino em humanos com sobrepeso, diluindo este p6 ho momento do consumo.
Eles realizaram a pesquisa dos nutrientes do p6 (proteinas, lipideos, carboidratos,
cinzas, umidade e calorias) e composicao fitoquimica das sementes guarand (total
de polifendis, catequinas, proantocianidinas e metilxantinas) a partir de uma
extracao, investigando flavonoides individuais por CLAE com detector eletroquimico.

Outros estudos vao além, fazendo a preparacdo de formas farmacéuticas
destes extratos fracionados e padronizados. O desenvolvimento de uma forma
farmacéutica engloba varias etapas, entre elas, estudos de pré-formulacdo e
formulag&o propriamente ditos, 0os quais consistem na caracterizacao fisica, quimica,
fisico-quimica e biolégica de todas as matérias-primas, incluindo o farmaco, usado
na elaboracéo do produto, assim como nas caracteristicas anatdomicas e fisiologicas
da via de administracdo e absorcdo e finalmente, a elaboracdo da forma
farmacéutica (WANCZINSKI et al., 2002).

Do ponto de vista da tecnologia farmacéutica, a secagem dos extratos de
plantas é um passo fundamental para desenvolver um produto adequado para
utilizacao industrial e aplicacéo terapéutica (COUTO et al.,, 2013). A secagem por
aspersao (spray dryer) é uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
produtos fitofarmacéuticos intermediarios (BRUSCHI et al., 2003; BRUSCHI et al.,
2006). Entre os métodos de preparacao de microparticulas, a secagem por aspersao
€ largamente utilizada em campos farmacéuticos e bioquimicos e na industria
alimentar devido a grande disponibilidade de equipamentos e facilidade de
industrializacdo. Pellozo e colaboradores (2008) utilizaram a forma granulada de
extrato sementes de guarand, e desenvolveram método de validacdo para
guantificacdo de cafeina e polifendis totais. Este método teve um bom desempenho
na quantificacdo de cafeina e polifendis totais. No estudo de Klein e colaboradores
(2015), microparticulas contendo extrato semipurificado de guarana foram obtidas
utilizando a técnica de spray-drying, utilizando a combinacdo de maltodextrina e
goma ardbica, o qual proporcionou uma eficiéncia satisfatoria de encapsulacéo (80-
110%) e o rendimento do produto (55-60%), demonstrando a viabilidade de
producédo destas microparticulas utilizando secagem por pulverizacao.

Em outro trabalho, este mesmo grupo de pesquisa avaliou a viabilidade
tecnolégica de produzir um extrato semipurificado de guarana em forma de

comprimido, usando um processo de compressdo direta. Utilizando metodologias
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previstas em Farmacopeias, foram realizados ensaios tecnoldgicos e fisico-quimicos
e foram obtidos comprimidos com caracteristicas de qualidade que atendem as
especificacdes farmacopeicas, adequados e seguros (ANTONELLI-USHIROBIRA et
al., 2010) para administracéo e utilizacao por via oral (KLEIN et al., 2013).

Mesmo com a preocupacdo de Varios autores em padronizar o extrato para
pesquisar sua atividade biolégica ou efeito farmacoldgico, ainda existem lacunas a
serem preenchidas no que diz respeito a forma de preparacéo da droga vegetal, em
inimeros trabalhos em que se empregam as sementes de guarana.

Souza e colaboradores (2011) avaliaram o comportamento de dissolucéo de
varios fitoterapicos na forma de cdpsulas e comprimidos contendo guarand, obtidos
de diferentes locais. Verificaram que 100% dos fitoterapicos analisados estavam em
desacordo quanto a presenca dos quatro marcadores, sendo que 60% apresentaram
trés marcadores (cafeina, catequina e epicatequina) e 40% apresentaram somente a
cafeina. Somente as capsulas apresentaram pelo menos 80% dos marcadores. O
qguarto marcador, a teofilina, ndo foi encontrado em nenhum destes fitoterapicos.
Esses resultados evidenciam a necessidade de um rigoroso controle de qualidade,
desde a droga vegetal, que contribua para assegurar a acao terapéutica desses
medicamentos.

Portanto, quando ha uma falta de padronizacdo e mesmo de preocupacao
guanto a forma de obtencdo do extrato, surgem questionamentos quanto a
confiabilidade dos resultados. Na pesquisa de um mesmo efeito farmacologico,
autores utilizando o extrato de guarana, podem ter resultados distintos por varias
razdes, como da propria metodologia ou teste empregado para medir aquele efeito.
Adicionalmente, a comparacao dos estudos se torna frequentemente muito dificil ja
gue sao utilizadas formas tdo diferentes de preparacdo do extrato ou muitas vezes
até desconhecidas.

Alguns autores preocupam-se em relatar a realizacdo do controle de qualidade
da droga, entretanto valores de cafeina e taninos totais do guarana sao discrepantes
daqueles ja relatados na literatura sobre a composicdo quimica desta droga vegetal
(Quadro 3.3) ou fora dos padrdes farmacopeicos estabelecidos (ESPINOLA et al.,
1997; GALDUROZ e CARLINI, 1994; GALDUROZ e CARLINI, 1996; MATTEI et al.,
1998; OLIVEIRA et al., 2013).

Esta discusséo evidencia que os trabalhos realizados demonstram-se focar nos

resultados da pesquisa, no entanto, é fundamental que cuidados anteriores sejam
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tomados. A forma de preparar o extrato pode selecionar um grupo especifico de
compostos, e que muitas vezes, podem fornecer resultados conflitantes para a
mesma acao farmacoldgica investigada. Muitos fatores ambientais impactam na
sintese de metabdlitos secundarios tanto no contetdo total quanto em propor¢cdes
relativas. Alguns destes incluem a radiacdo UV, disponibilidade hidrica,
sazonalidade, composi¢cdo atmosférica, altitude, temperatura e composi¢do do solo
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007) Estes fatores aliados ao fator genético e a forma

de extracdo aumentam a chance de um extrato ser unico.

3.10 Conclusdes

Apesar de o guarana ter sido foco de muitos estudos cientificos, ainda existiam
lacunas a serem preenchidas. Este artigo de revisdo reuniu caracteristicas
botanicas, trouxe dados recentes de cultura e producdo do guarana, e mostrou todas
as substancias ja identificadas desta planta. Esta revisdo abrangeu estudos que
evidenciaram toda a gama de ac¢Oes farmacoldgicas ja pesquisadas a partir de
sementes de guarana. Além disto, tornou evidente a importancia do controle de
gualidade da droga vegetal seguido da imprescindivel padronizacédo do seu extrato,
com consequente impacto na sua agao farmacologica.

Sabidamente, as atividades farmacoldgicas das plantas sdo decorrentes dos
diferentes compostos existentes em sua composicdo e sua proporcdo pode ser
alterada pela forma de preparo do extrato. Estas diferencas podem ser dirimidas por
meio do controle da qualidade da droga vegetal e a padronizacdo do seu extrato. O
controle de qualidade da droga vegetal é essencial para garantir o padrao
farmacopeico de qualidade do guarana por meio das andlises exigidas para esta
planta. Fundamental ainda € a padronizacdo do extrato que sera empregado, tanto
para testes in vivo quanto in vitro, por meio da identificacdo e quantificacdo dos
principais compostos presentes nas sementes de guaranid. Com este conjunto de
dados e ainda conhecendo o baixo potencial de toxicidade do extrato € possivel dar
maior confiabilidade aos resultados e conclusdes no que diz respeito ao guarana e

direcionar novos estudos cientificos.
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4. CAPITULO 2: Sementes de guarana
(Paullinia cupana): extragcdo supercritica
seletiva de compostos fendlicos
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Resumo

Aproximadamente 70% da producdo brasileira de sementes de guarana (Paullinia
cupana) sdo absorvidas pelas industrias de bebidas. O guarand tem varias
propriedades farmacologicas, como: estimulante, antimicrobiano, quimioprofilatico,
antigenotdxico, antidepressivo e antiamnésico. A extracdo com dioxido de carbono
supercritico de compostos bioativos das sementes de guarana foi realizada e
otimizada por um planejamento estatistico de matriz ortogonal (OA«(3%)). Os fatores
Iniveis estudados foram: modificador (es) (etanol e/ou metanol), tempo de extracédo
(20, 40 e 60 min), temperatura (40, 50 e 60 °C) e pressédo (100, 200 e 300 bar). O
delineamento estatistico foi repetido proporcdes crescentes de modificadores. A
percentagem de modificador utilizada foi proporcional a quantidade de compostos
polares extraidos. A melhor condicdo para a extracdo supercritica, baseado no
conteudo em polifendis, quantificacdo de catequina e epicatequina, rendimento e
custo operacional, mostrou ser: 40% etanol:metanol durante 40 min sob 40 °C e 100
bar. A temperatura teve um efeito significante no total de conteudo de polifendis

totais.

Palavras-chave: Paullinia cupana, guarana, polifendis, extracdo supercritica, matriz

ortogonal, modificador.

Compostos quimicos estudados neste artigo:
Cafeina (PubChem CID: 2519); Catequina(PubChem CID: 9064); Epicatequina
(PubChem CID: 72276); Pirogalol (PubChem CID:1057).

Mais informacfes estdo disponiveis em: http://www.elsevier.com/PubChem.
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Abreviacdes e siglas

(AMH): agar Mueller Hinton

(Anvisa): Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

(ATCC): American type culture collection

(CIM): concentracao inibitéria minima

(CMH): caldo Mueller Hinton

(CPT): conteudo em polifendis totais

(DMO): delineamento de matriz ortogonal

(EFS): extracdo com fluido supercritica

(mg EP g sementes™): miligramas de equivalente em pirogalol por grama de
semente

(OAs(3%): um total de nove corridas por experimento com quatro variaveis a trés
niveis

(SAMR): Staphylococcus aureus meticilina resistente

(UFC): unidades formadoras de col6nia

(MEV): microscopia eletronica de varredura
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4.1. Introducéo

O guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) é uma planta brasileira
originalmente da regido amazonica. Suas sementes torradas tém sido utilizadas por
tribos indigenas, em razdo de suas propriedades estimulantes, afrodisiacas e para
dores de cabeca (HENMAN, 1982). Devido ao alto potencial desta planta, bem como
suas caracteristicas medicinais e rentabilidade, o guarana tem se tornado uma
matéria prima importante para as industrias de cosmeéticos e de refrigerantes. O
Brasil € o maior produtor de guarand no mundo, com uma éarea plantada de 15.182
ha e uma producédo de 3.658 t em 2015 (ANDERSEN e FOGH, 2001; IBGE, 2016;
SCHIMPL et al., 2013). Aproximadamente 70% da producéo € utilizada na industria
de refrigerantes e bebidas energéticas (SUFRAMA, 2013).

O guarana tem uma ampla variedade de propriedades farmacologicas,
incluindo atividades anticarcinogénica (FUKUMASU et al., 2008) antiproliferativa
(HERTZ et al., 2015), antimicrobiana, antioxidante (BASILE et al., 2005; YAMAGUTI-
SASAKI et al.,, 2007), citoprotetora (SCHIMPL, DA SILVA, GONCALVES, 2013),
estimulante, termogénica (ANDERSEN e FOGH, 2001), antidepressiva (AUDI e
MELLO, 2000) e ansiolitica (RANGEL, MELLO e AUDI, 2013). O guarana também é
usado na prevencado de doencas orais (Yamaguti-Sasaki et al., 2007), reducédo de
efeitos oxidativos e desordens metabdlicas (PORTELLA et al., 2013), além de outros
propositos (SCHIMPL, DA SILVA, GONCALVES, 2013).

Além da alta percentagem (2,5-6%) de cafeina (1,3,7-tri-metilxantina)
(HECKMAN, WEIL e MEJIA, 2010), as sementes de guarana contém menores
proporcdes de alcaloides purinicos, teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina (1,3-
dimetilxantina) (ANVISA, 2010). As sementes também contém uma alta
concentracdo de polifendis, particularmente de proantocianidinas (USHIROBIRA et
al., 2007; Yamaguti-Sasaki et al., 2007). Os extratos obtidos por Ushirobira e
colaboradores (2007) e Yamaguti-Sasaki e colaboradores (2007) foram
padronizados por Klein, Longhini e Mello (2012), bem como a producdo de
comprimidos (KLEIN et al., 2015).

Varios estudos (CASTRO-VARGAS et al., 2010; WANG et al.,, 2011) tém
utilizado a extracdo supercritica para obter compostos bioativos de produtos
naturais. Entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre a extracdo supercritica de

polifendis a partir de sementes de guarana.
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A extracao supercritica (EFS) pode ser uma alternativa ambientalmente correta
a extracdo convencional com solventes organicos, que utiliza grande quantidade de
solvente, maior tempo consumido e consideravel tratamentos de residuos. Os
processos SFE sao rapidos, seletivos e os produtos livres de solventes residuais
(LANG e WAI, 2001). Uma das principais caracteristicas de um fluido supercritico é a
possibilidade de modificar a densidade do fluido, alterando sua pressdo e/ou sua
temperatura, e assim também alterando sua solubilidade (HERRERO, CIFUENTES
e IBANEZ, 2006). O CO, utilizado como fluido supercritico é considerado seguro,
ndo téxico, ndo carcinogénico, ndo inflamével, inerte, facilmente disponivel em alta
pureza, de baixo custo, tem baixa tens&o superficial e baixa viscosidade com alta
difusividade e ainda possui condi¢cbes criticas moderadas (31,1 °C; 7,38 MPa)
(HUANG, SHI e JIANG, 2012). Ainda, para melhorar a extracdo de compostos
polares devido a caracteristica ndo polar do CO,, adicionam-se ao sistema,
modificadores como alcoois (metanol e etanol), por exemplo, para aumentar 0 seu
poder de solvatacdo (HUANG, SHI e JIANG, 2012). A adicao destes modificadores
frequentemente melhora a extracdo de materiais solidos pela quebra de ligacao
entre o soluto e matriz da planta, diminuindo a resisténcia de transferéncia de massa
nas extracdes (LANG e WAI, 2001).

O delineamento de matriz ortogonal (DMO) é um planejamento fatorial
fracionario com uma série de ensaios atribuidos em uma matriz ortogonal. Este
planejamento pode reduzir consideravelmente o nimero de experimentos porque
guando o efeito de um fator é calculado, a influéncia dos outros € removida da
consideracao. Varias aplicacdes deste método tém sido relatadas (LIU et al., 2013;
Wang et al., 2011).

A bactéria Staphylococcus spp. faz parte da microflora normal da pele, mas
pode comportar-se como um patdégeno oportunista que pode causar infeccdes
graves. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SAMR) € um das
preocupacdes mais importantes em saude publica. A resisténcia a antimicrobianos
tem se tornado um problema mundial, impulsionando esfor¢cos para identificar novas
fontes de compostos antimicrobianos, como os metabdlitos secundarios de plantas
(BARRECA et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi obter extratos supercriticos de sementes de P.
cupana por meio de DMO, e investigar os efeitos de temperatura, pressao, tempo de

extracdo e modificadores a fim de desenvolver condi¢des Otimas de extracdo. Para
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isto, foi avaliado o rendimento, composi¢cdo em termos de conteudo fendlico e a

guantificacédo dos principais compostos destes extratos por CLAE.

4.2. Material e métodos
4.2.1 Matéria-prima, amostragem e controle de qualidade

As sementes torradas de P. cupana foram adquiridas do Sr. José Augusto de
Souza, do Estado de Mato Grosso, regido de Alta Floresta, Sitio Nossa Senhora
Aparecida, Rodovia MT 325, km 8 (9°58'06.3"S 56°06'46.9"W), Brasil. Uma exsicata
(HUEM N. 9065) foi depositada no Herbario, Departamento de Biologia,
Universidade Estadual de Maringa. A professora Dra. Cassia Monica Sakuragui fez a
identificacdo da planta. Estas sementes foram moidas em moinho de martelos
(Tigre, ASN5). As particulas foram medidas e seu diametro calculado. O teor de
umidade foi determinado por gravimetria usando uma balanca analitica (Ohaus,
MB35) equipada com um sistema de secagem por infravermelho. As analises de
controle de qualidade das sementes incluem o teor de extrativos, perda por
dessecacéo, cinzas totais, teor de metilxantinas e teor de polifendis totais (ANVISA,

2010). Todas as analises foram efetuadas em quintuplicata.

4.2.2 Procedimento de extracao

As extracOes foram efetuadas partindo-se de 17 g de sementes moidas e
tamisadas ao seu diametro médio (0,47 + 0,02 mm). As amostras foram pesadas e
colocadas em vasos de extracdo em aco inox, de 25 mL de volume total. A extracao
automatizada foi realizada no extrator supercritico MV-10 ASFE System, Waters,
equipado com o Software ChromScope. CO, supercritico foi utilizado com adicao de
modificadores na vazdo total de 6 mL min’. Os modificadores utilizados para
extracdo foram o etanol (Merck) e metanol, (JTBaker), ambos de grau
cromatografico. A temperatura selecionada foi mantida constante e o produto da
separacao foi alcancado por despressurizacdo. Apos a extracdo, os extratos foram
liofilizados (Christ, Alpha 1-4LD) e mantidos sob refrigeracdo a -4 C.

Também foi realizada uma extracdo convencional com o mesmo lote de

sementes de guarana de acordo com Klein, Longhini e Mello (2012).
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4.2.3 Delineamento experimental

As razfes para a escolha dos niveis no planejamento estatistico utilizado para
este estudo (Tabela 4.1) foram baseadas principalmente em: 1) informacéo
disponivel na literatura (CASTRO-VARGAS, VARELA, FERREIRA, 2010; Liu et al.,
2013; Wang et al., 2011); 2) andlises de condi¢cdes de opera¢do do equipamento de
extracdo; e 3) consideracdes quanto a seguranca da extracdo. Trés experimentos
(X, Y e Z) foram conduzidos, cada um contendo quatro variaveis em trés niveis, num
total de nove corridas por experimento (OAq(3%). As variaveis independentes
(fatores) foram: modicador (etanol e/ou metanol), tempo de extracdo (20, 40 e 60
min), temperatura (40, 50 e 60 °C) e pressédo (100, 200 e 300 bar). O teor de
polifendis totais (CPT) e rendimento foram investigados em trés niveis para cada
fator nos experimentos X, Y e Z. Os experimentos diferiram somente na
percentagem do modificador utilizada, que foi de 10, 20 e 40%, para oS
experimentos X, Y e Z, respectivamente. Estas percentagens foram fixadas pelo CO,
supercritico por meio do ajuste da vazéo do sistema. A mistura de modificadores foi
constantemente usada em uma proporcdo de 1:1 (metanol: etanol; v/v). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Todas as combinacdes dos fatores temperatura e pressao foram escolhidas
para garantir que as extracdes ocorressem em niveis acima das curvas (TOCHIGI et
al., 2010) de equilibrio liqguido vapor para o sistema binario (COj:etanol ou
COz:metanol) ou para o sistema terciario (COz:metanol.etanol). As condi¢cdes de
temperatura e pressdo escolhidas para os solventes de extracdo consideraram

apenas os valores de pressao de saturacao para a temperatura de interesse.

4.2.4 Determinacéo do teor de polifendis totais (CPT) dos extratos

O CPT dos extratos obtidos no item 4.2.2 foi realizado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu, de acordo com procedimentos de Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventoés (1999), com poucas modificacbes. Em resumo, 240 uL da amostra diluida
foram misturadas a 120 pL de reagente de Folin Ciocalteu. A solucédo foi diluida até
um volume total de 1560 pL usando agua ultrapura (Milli-Q, Millipore). Depois de 5
min a temperatura ambiente foram misturados 1440 pL de solucdo a 10,75%
Na,COg, seguida por incubacdo por 30 min a temperatura ambiente. A absorvancia
foi lida a 760 nm usando um espectrofotémetro (USB 2000+, Ocean Optics). Como

recomendado pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010), o pirogalol foi utilizado
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como padrdo. O intervalo de 1,6-4,8 ug L™ foi usado para obter a curva de
calibracdo. Todas as etapas foram realizadas ao abrigo da luz. O CPT dos extratos
foi expresso em miligramas de equivalente em pirogalol por grama de sementes de

guarana (mg EP g sementes™).

4.2.5 Andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os principais componentes dos extratos obtidos no Item 2.2 foram analisados
usando CLAE. Para esta andlise, os extratos liofilizados foram previamente
desengordurados. Primeiramente, as amostras foram pesadas (Shimadzu AUW
220D) e lavadas com 1 mL de n-hexane (Synth), centrifugadas (Eppendorf 5415R)
por 15 min a 15,710 g, e apds, o sobrenadante foi descartado. O procedimento de
lavagem e centrifugacéo foi repetido trés vezes. Depois da secagem a temperatura
ambiente em estufa a vacuo (Binder), as amostras foram pesadas novamente.

Utilizou-se o sistema HPLC Waters Alliance 2695 (Milford, MA), equipado com
controle de temperatura da coluna, desgaseificador em linha, bomba quaternaria,
amostrador automatico e detector de arranjo de diodos (PDA) (Waters 2998). A
aquisicdo de dados, analise e relatorios foram realizados utilizando software
Empower 3 (Milford, MA, EUA). A separacdo cromatografica foi realizada como
proposto por Klein, Longhini e Mello (2012) com algumas modificacdes. Utilizou-se
uma coluna Gemini C18 (Phenomenex®, 4,6 mm x 250 mm, 5 um) equipada com
coluna de guarda (Phenomenex C18 column, 4,6 mm x 3 mm, 4 ym) mantidas a
25°C. A fase moével usada foi composta por 0,05% de TFA em agua ultrapurificada
(Fase A) e 0,05% TFA em acetonitrila (fase B) desgaseificada, utilizando um banho
ultrassénico até dissolucdo completa. O fluxo empregado foi de 0,8 mL min™. O
sistema gradiente empregado para a separacdo dos compostos foi: fase de lavagem
(100% A por 5 min); 5,01 min-20 min — 85% da fase A e 15% da fase B. O volume
de injecao foi de 25 pL. As amostras desengorduradas foram diluidas em metanol
30%. Os cromatogramas da cafeina foram obtidos no comprimento de onda de 280
nm e 0s cromatogramas da catequina e epicatequina em 210 nm.

Para avaliacdo da linearidade foram obtidas curvas analiticas de solu¢cdes de
trabalho mistas, na faixa de 3 uyg mL* a 100 pg mL™ para cafeina, catequina e
epicatequina (Sigma) (n = 5). A precisao foi determinada por meio de andlises de

recuperacéo, adicionando quantidades de cafeina (9, 27 e 46 pug mL™), catequina
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(18, 27 e 53 ug mL™), e epicatequina (15, 32, e 54 pg mL™) as amostras da solucdo
de extracdo. O coeficiente de variagao foi sempre menor que 5%.

O método analitico para quantificacdo da cafeina, catequina e epicatequina
relatado neste estudo foi validado de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
Conferéncia Internacional sobre a Harmonizacdo dos Requisitos Técnicos para o
Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH, 2005) e pela
regulamentacgéao brasileira (ANVISA, 2003).

Resumidamente, as medicfes intra- e interdia mostraram que o método é
preciso. A seletividade foi investigada por meio da analise do espectro de UV (200 a
500 nm) das amostras e os padrdes de referéncia, adquiridos pelo PDA. Os
espectros no UV das amostras nao diferiram significativamente dos valores das
normas de referéncia, indicando a especificidade do método. Os limites de
guantificacédo e deteccdo para cafeina, catequina e epicatequina foram: 2,25 e 0,68

pug mL: 0,55 e 0,16 pg mL™ e 0,52 e 0,15 ug mL™, respectivamente.

4.2.6 Cepa bacteriana e condic¢des de cultivo

As linhagens Staphylococcus aureus meticilina resistente (SAMR) N315
(KURODA et al., 2001) e Staphylococcus aureus ATCC 29123 utlizadas nos
experimentos de atividade antibacteriana foram depositas na Colecdo de Cultura
Microbiana do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada, Departamento de
Microbiologia, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina. A
cepa foi estocada em Caldo Mueller Hinton céation-ajustado (CMH) estéril a -20 °C,
com 30% de glicerol estéril. A bacteria foi rotineiramente mantida a 4 °C em placas
de agar Mueller Hinton (AMH) e subcultivadas em agar Mueller Hinton a 37 °C antes

de cada ensaio.

4.2.7 Determinacédo da concentracdo minima inibitoria (CIM)

Os nove extratos supercriticos do experimento Z foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana. Como um controle, o extrato bruto de sementes de
guarana obtido por extracdo convencional, de acordo com Klein, Longhini e Mello
(2012), foi avaliado.

A CIM das fracbes foi determinada de acordo com o procedimento de CLSI
(CLSI, 2011) a um inéculo final de 5x10* unidades formadoras de coldnias (UFC)

mL™. Foram realizadas diluicdes 2X seriadas das fracdes numa placa de
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microdiluicdo (96 pocos), contendo 100 mL de CMH estéril cétion-ajustado. Em
seguida, o in6culo foi adicionado a cada pogo. As microplacas foram incubadas a 37
°C durante 24 h. A CIM foi definida como a menor concentragdo que resultou na
inibicdo do crescimento. O experimento foi realizado em triplicata e repetido trés
vezes. Solugbes estoques das fracbes foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Mo., U.S.A.) e testados em concentracdes de 125 a 0,24
ug mL™. A solucéo foi esterilizada com um filtro de membrana 0,22 um (Millipore). O
DMSO foi avaliado e ndo afetou a atividade antibacteriana.

4.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O extrato supercritico de sementes de guarana que originou a partir do
tratamento 3 do experimento Z foi escolhido para esta analise. A MEV foi utilizada
para observar a morfologia celular. Culturas de col6nias de SAMR N315 crescidas
em AMH (24 h, 37 °C) foram transferidas para o CMH e a densidade da célula foi
ajustada a 10® UFC mL™. Um mililitro de suspens&o celular foi distribuido em dois
tubos. No primeiro, o extrato de guarana foi adicionado na CIM. O segundo tubo foi
considerado como controle, isto é, a cultura ndo tinha o extrato de guarana. As
culturas foram incubadas a 37 °C, 150 rpm por 3 h. Depois da incubacao, 10 pL de
cada cultura e 10 pL da solucao fixadora (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em
0,1 M tampéo cacodilato de sodio, pH 7,2) foram adicionados em laminas de vidro
revestidas com poli-L-lisina. Depois de 30 min, cada lamina recebeu 500 uL de
solucéo fixadora por 4 h, seguido de pdés-fixacdo em 1% OsO,4 por 1 h. As amostras
fixadas foram desidratadas em gradiente de etanol (70, 80, 90 e 100 °GL). As
amostras foram secas ao ponto critico com CO, (BALTEC CPD 030 Critical Point
Dryer), revestidas com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater) e observadas ao

microscopico eletronico de varredura (FEI Quanta 200).

4.2.9 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos dos
experimentos foram expressos como média + DP (desvio padrdo). A analise
estatistica foi realizada pelo Statistical Analysis System (SAS, versdo 9.3).
Posteriormente, o teste de Tukey foi utilizado para analise de variancia, para
comparar as médias de CPT, rendimento e 0s principais compostos presentes nos

extratos. As diferencas entre as médias de diferentes niveis foram analisadas
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utilizando o teste de Tukey, e o0s valores médios foram considerados
significantemente diferentes quando p<0,05. Estes resultados foram ainda utilizados
na andlise de superficie de resposta.

4.3. Resultados e discusséo
4.3.1 Controle de qualidade da droga

O controle de qualidade das sementes do guarana foi realizado para assegurar
gue elas estavam dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, ja que a
composi¢cdo quimica pode variar com o clima, genética, solo e condi¢bes de
estocagem, entre outros fatores.

Os resultados obtidos das analises de controle de qualidade foram: umidade
(8,84+0,37%), diametro médio da particula (0,47+0,02 mm), teor de extrativos
(29,71+0,89%), cinzas totais (1,42+0,05%), teor de metilxantinas (5,13+0,27%) e
conteudo em polifendis totais (9,25+0,15%). Todas as analises de controle de
gualidade da droga vegetal confirmaram que as sementes torradas estéo dentro das

especificacdes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010).

4.3.2 Rendimento

O rendimento (massa do extrato dividido pela massa de matéria prima,
multiplicado por 100) obtido nos experimentos X, Y e Z séo relatados na Tabela 4.1.
Os resultados demonstraram que aumentando a percentagem de modificador
produziu maior rendimento, como evidenciado no experimento Z, em que quatro
tratamentos (dois, trés, seis e nove) alcancaram valores maximos, permanecendo

estatisticamente similares.

4.3.3 Conteudo em polifendis totais (CPT)

Neste estudo, trés percentagens de modificadores (etanol e/ou metanol) — 10,
20 e 40% — foram escolhidos para os experimentos X, Y e Z, respectivamente. As
percentagens de modificadores, combinado com os niveis escolhidos para o0s
fatores, alcancaram éareas acima da pressdo e temperatura criticas da mistura
(modificador e COy).
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Tabela 4.1. Resultados obtidos utilizando o delineamento OA4(3%).

Fatores/Niveis Experimento X* Experimento Y* Experimento Z*
Tempo ) CPT ) CPT ) CPT
= - . Rendimento Rendimento Rendimento
S Modifica de Temperatura  Presséo (mg EP g (mg EP g (mg EPg
= . (%) i (%) 1 (%) )
o dor (%) extracdo (°C) (bar) - sementes™) - sementes™) » sementes™)
O (mln) *k% *k% **%
1 etanol 20 40 100 1,15+0,02° 6,00+0,09° 1,35+0,05° 20,27+0,08"  1,76+0,06° 86,13+0,24°
& metanol 60 40 200 231%0,04™  g@4+0,04°  342t0,14" 47914019 359:0,16° 78 29+041°
& stanol: 40 40 300 2,14+0,12"  g15:0,08°  2,49+0,14°  36,46+0,37° 3.93:0,20° 105 76+1,09°
metanol
g ciol 40 50 200 2351005  1699+0,05* 229t0,03°  3530+0,10° 3.14:0,16° g4 63+0,88°
g metanol 20 50 300 212:010° 58140179  238£009°  4403:046° 286:0,12°  §7,70+1,03"
g stanol: 60 50 100 15310097  ge5:0,17°  2,73:0,11°  32,13+0,47° 3.93t0,11*  gg 90+0,03"
metanol
[ sctanol 60 60 300 217:0,10°  10,900,11° 1,73t0,08" 5804005 2470,13" 58 64+0,00"
8  metanol 40 60 100 1,47+0,02°  7,09+0,08' 1,39:0,07°  37.92:¢051% 3,03%0,11° g9 8g+0,88°
9 et"’tno':l 20 60 200 246:0,12°  7,28#0,09  361:0,15°  3301:0,07 3.78%0,02° g 92+0,28"
metano

Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo significantemente diferentes (p<0,05)

*Trés percentagens de modificadores foram escolhidas para os experimentos X, Y e Z: 10, 20 e 40%, respectivamente

*Rendimento do extrato (razdo entre a massa do extrato e a massa da matéria prima, multiplicado por 100) em percentagem de extrato seco obtido a
partir de 17 g de sementes de guarand por EFS

=+ teor de polifendis totais (CPT) foi expresso em miligramas de equivalente de pirogalol por grama de sementes de guarana (mg EP g sementes™).
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Com o objetivo de extrair compostos fendlicos, muitos autores optaram pela
adicdo de modificadores como etanol, metanol ou sua mistura para facilitar a
extracdo destes compostos de diversas plantas. Nestes estudos, as percentagens
de modificadores utilizadas foram 2% (MURGA et al., 2000), 10% (CASTRO-
VARGAS, VARELA, FERREIRA, 2010), 70% e até 99,8% (CHANG et al., 2000).
Marostica-Junior, Leite e Dragano (2010) afirmam que tanto metanol quanto etanol
mostraram resultados qualitativamente semelhantes.

Recentemente, Hsieh, Windmann e Vrabec (2013) estudaram o comportamento
de fase a altas pressdes de cinco misturas de CO, + alcoois (metanol, etanol, 1-
propanol, 1-butanol e 1-pentanol) e concluiram que as linhas de saturacdo dos
liqguidos sdo proximos um dos outros. Portanto, a escolha para adicionar um
segundo solvente para a fase supercritica € baseada principalmente na afinidade
ajustavel entre solutos e solventes. Ting, Macnaughton, Tomasko e Foster (1993)
determinaram a variacdo das propriedades criticas de uma mistura de CO,
supercritico com varios modificadores. Eles verificaram que a adicdo de alcoois
aumentou gradualmente a temperatura critica da mistura, isto também ocorreu com
0 aumento da percentagem destes modificadores.

Os valores de CPT aumentaram significantemente nos experimentos X, Y e Z,
de 581 a 16,99; 20,27 a 58,04; e 66,92 a 105,76 mg EP g sementes™,
respectivamente (Tabela 4.1). Similarmente, o valor de CPT foi mais alto quando se
utilizou o modificador a 40%. Os valores foram estatisticamente significantes, e os
valores absolutos diferiram em até 18 vezes entre 0s experimentos Z e X, e em até 5
vezes entre Z e Y. Estes resultados confirmam a importancia do modificador
utilizado. Os dados da tabela 4.1 indicam que o tratamento 3 no experimento Z
forneceu o maior valor absoluto para CPT (mg EP g sementes™). O tratamento 3
utilizou a seguinte combinacao: etanol:metanol, 40 min, 40 °C e 300 bar.

Os valores de CPTs dos extratos obtidos neste trabalho e aqueles obtidos por
Basile e colaboradores (2005) sao diferentes e ndo comparaveis porque eles sao
lotes de matérias-primas distintos. Outra dificuldade em comparacéo dos resultados
obtidos por este trabalho é que a extracdo de polifendis a partir de sementes de
guarana por tecnologia supercritica € inédita.

Outras analises importantes foram as médias de valores de CPT nos trés niveis

para cada fator, nos trés experimentos, e a analise de Tukey, como mostrado na
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Tabela 4.2. Nesta andlise, um fator foi escolhido e os outros anulados para que se

tenha comparacéo dos trés niveis sem a interferéncia dos outros fatores.

Tabela 4.2. Valores médios de CPT (mg EP g sementes-1) em niveis por fator (modificador,
tempo de extracao, temperatura, e pressao), nos experimentos X, Y e Z.

Niveis
Experimentos Fatores 1 2 3
X 11,29+4,772 7,18+1,23°¢ 8,36+1,05°
Y Modificador 38,20+16,42°  43,28+4,38%  34,17+1,91°
Z 79,80+8,42° 71,96+4.89°  87,19+16,87°
X 6,36+0,70° 10,74+4,70%  9,73+0,99°
Tempo de
Y 32,76+10,33°  36,89+0,83°  46,02+11,31%
Extracéo
z 73,58+9,43¢ 86,76+15,64% 78,61+8,79°
X 7,59+1,22°¢ 10,81+4,92%  8,42+1,86°
Y Temperatura  34,88+12,03°  37,48+5,23°  43,29+11,20°
z 90,06+12,27%  80,41+9,73°  68,48+1,44°
X 7,58+1,63¢ 10,97+4,55% 8,29+2.21°
Y Press&o 30,11+7,80° 39,37+6,49°  46,18+9,492
z 81,64+8,91% 76,61+7,78°  80,70+18,82°

*Valores na mesma linha seguidos de letras diferentes séo significantemente diferentes (p<0,05).
Valores mais altos estdo mostrados em negrito.

Os experimentos X, Y e Z (Tabela 4.2) variaram de acordo com o melhor
modificador, em virtude da percentagem de modificador empregada. Na menor
percentagem, o etanol (10%) forneceu os melhores resultados do que o metanol e a
mistura 1:1 (etanol:metanol) na mesma percentagem. Por outro dado, o metanol foi
o melhor quando utilizado a percentagem de 20% (experimento Y). Entretanto, a
mistura de ambos (etanol e metanol) a 40% alcancou a melhor média de CPT
ou metanol,

comparado ao etanol usado separadamente e nas mesmas

percentagens (experimento Z).
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Nos experimentos X, Y e Z, variando somente o tempo de extracdo, a média de
CPT foi sempre menor quando o menor o tempo de extragdo foi utilizado. Isto
indicou que é necessario um tempo de extracdo de pelo menos 40 min para um
maior valor de CPT no delineamento estatistico utilizado neste trabalho.

No experimento Z, maiores valores de CPT foram alcangados com a menor
temperatura (40 °C). Esta baixa temperatura diminui a probabilidade de inativagéo
de substéncia no extrato (DAl e MUMPER, 2010). Da mesma forma, o experimento
Z, com a menor pressdo (100 bar), foi a escolha para a melhor condicdo de
extracao, por razdes de segurancga, custo operacional e em fungéo do valor de CPT.

As analises listadas na Tabela 4.2 também estdo mostradas na Figura 4.1. A
analise de superficie de resposta fixou dois fatores (temperatura e tempo de
extracdo) a niveis que alcancaram o maior valor de CPT e examinou 0s resultados

de mudancas em outros dois fatores (pressao e modificador).
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Figura 4.1. Analise de superficie de resposta para a extracdo supercritica de polifendis totais
de sementes de guarand (mg EP g sementes™), definindo os seguintes fatores: (A)
Experimento X. Tempo de Extracdo = 2 (40 min) e Temperatura = 2 (50°C); (B)
Experimento Y. Tempo de Extracdo = 3 (60 min) e Temperatura = 3 (60°C); (C)
Experimento Z. Tempo de Extracdo = 2 (40 min) e Temperatura =1 (40°C).
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Deste modo, ao fixar a temperatura mais baixa (40 °C) e um tempo de extracao
de 40 min, a melhor condicdo de extragédo foi a mistura de etanol:metanol a 40% e
100 bar. Esta condicéo foi definida pela combinacdo dos resultados experimentais,
com a analise estatistica baseada no planejamento de matriz ortogonal empregado.

A resposta da analise de superficie de resposta confirmou os resultados da
Tabela 4.3. Esta tabela analisa os dados brutos da Tabela 4.1, definido para cada
fator. E é por meio da Tabela 4.3 que é possivel identificar a ordem de importancia
ou a eficacia dos quatro fatores, baseados no valor de R. A temperatura foi
considerada o fator mais importante, seguido pelo modificador e tempo de extracéo,

e por ultimo a presséo.

Tabela 4.3. Andlise dos resultados do delineamento estatistico OAg(3").

CPT (mg EP g sementes™)

Modificador Tempo de Temperatura Presséo
(A) Extracao (© (D)
(B)

K1 239,40° 220,75 270,18 24491
Kz 145,99 260,27 241,23 229,84
Kz 261,18 235,83 205,44 242,10
K1 79,80° 73,58 90,06 81,64
ko 71,96 86,76 80,41 76,61
ks 87,06 78,61 68,48 80,70
R 15,10° 13,18 21,58 5,03
Nivel Otimo® 3 2 1 1
Sequéncia® 2 3 1 4

K= a quantidade de compostos alvo em A;; °k{"=K{/3; °‘R/*= max { k” } —min { k" }; ° O nivel em
que a média de TPF foi mais alta; ® A ordem de importancia ou eficacia dos quatro fatores sobre CPT,
de acordo com o valor de R.
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4.3.4 Analise dos extratos por CLAE

Na andlise dos principais compostos presentes no extrato de guarana usando CLAE
(Tabela 4.4), a quantidade de cafeina progressivamente diminuiu do experimento X
para o experimento Z. Portanto, a quantidade de cafeina extraida é inversamente
proporcional a percentagem do modificador empregada. Assim, o tratamento 7 (60
min, 60 C e 300 bar) do experimento X, que utilizou 10% de etanol, parece ser uma
alternativa razoavel para a extragdo de cafeina. Estes resultados sdo semelhantes
aos outros que mostraram que a solubilidade de cafeina aumenta com o aumento
das temperaturas a pressdes mais elevadas.

No entanto, o resultado oposto ocorreu quando as quantidades de catequina e
epicatequina foram gradualmente aumentadas, comparando os experimentos X, Y e
Z, nesta ordem. No experimento de Z, os tratamentos que resultaram em niveis mais
elevados de catequina e epicatequina combinadas foram: 1 (etanol 40%, 20 min, 40
°C e 100 bar) seguida por 3 (etanol:metanol a 40%, 40 min, 40 °C e 300 bar), que
forneceu o maior teor de fendlicos totais (Tabela 4.1).

No entanto, quando cada fator (modificador, tempo de extracdo, temperatura
ou pressdo) foi examinado de forma independente (Tabelas 4.2 e 4.3), isto €,
anulando os efeitos de outros fatores, outro cenario foi observado. A analise de
superficie de resposta de catequina e epicatequina dos extratos (dados mostrados
no Apéndice), fixando o tempo de extracdo em 40 min e a temperatura a 40 ° C
indicou que o conteudo fendlico foi maior a uma baixa pressdo, usando a
combinacéo de modificadores.

Finalmente, este conjunto indicou que a seguinte combinacéo (etanol:metanol a
40%, 40 min, 40 °C €100 bar) foi a melhor condicdo de extracdo. Portanto, a partir
desta perspectiva, resultados mais consistentes e com menor variabilidade foram
alcancados, melhorando a confiabilidade desta analise.

Outro trabalho de nosso grupo (KLEIN, LONGHINI e MELLO, 2012) extraiu
catequina e epicatequina a partir de sementes de guarana de um lote similar. Apesar

de ter utilizado um método de extracdo diferente, os resultados foram semelhantes.
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Tabela 4.4. Quantificacdo de cafeina, catequina e epicatequina em cada experimento (X, Y e Z) utilizando CLAE.

Experimento X Experimento Y Experimento Z

o

g Cafeina* Catequina* Epicatequina* Cafeina* Catequina* Epicatequina* Cafeina* Catequina* Epicatequina*
>

11l

1 63,96+0,54" 1,03+0,04° 0,75+0,03° 53,49+2,58%° 5,02+0,16%° 4,08+0,11° 44,28+1,48%° 9,09+0,18% 7,93+0,36°
2 60,07+1,30° 0,84+0,02° 0,62+0,02° 46,36+0,94° 5,25+0,09° 4,230,187 40,09+1,28 8,21+0,05° 7.2310,20%°
3 62,55+1,17%° 0,62+0,03° 0,51+0,02° 51,29+2,12° 5,19+0,22° 4,540,227 45,081,037 8,24+0,30° 7,7610,38%
4 66,68+3,17%° 0,33+0,02 0,25+0,01 51,95+0,44™ 5,05+0,23% 4,07+0,19° 44,47+1,37% 8,04+0,19™ 7,11+0,33"°
5 67,88+1,72% 0,24+0,01° 0,20+0,01¢ 50,02+0,41°%° 4,63+0,12° 3,90+0,15° 41,43+2,02% 7,86+0,18° 6,91+0,19°
6 66,63+0,92%° 0,42+0,02° 0,32+0,01° 51,00+0,33% 5,25+0,17% 3,98+0,15° 44,68+1,44% 7,59+0,31° 6,61+0,24°
7 68,49+0,03% 0,21+0,017 0,22+0,017 56,44+2,14% 2,47+0,12° 2,15+0,09° 45,90+0,69% 8,09+0,19™ 7,07+0,31°°
8 66,46+0,40%° 0,53+0,03° 0,38+0,01° 49,39+0,46%° 4,90+0,23% 3,90+0,01° 35,66+3,73° 8,00+0,28"° 6,63+0,11°
9 66,33+1,63%° 0,22+0,017 0,21+0,017 58,03+2,83% 2,21+0,07° 2,15+0,07° 42,80£0,44° 8,99+0,02% 6,87+0,05°

Valores na mesma coluna seguidos por diferentes letras séo significantemente diferentes (p<0,05); * Percentagem de amostra desengordurada (ug da
substancia (100 pg extrato de guarand)™). A quantidade de 6leo fixo das amostras nos experimentos X e Y variou 65-71%, e no experimento Z variou 56-
64%.



2968
2969
2970
2971
2972
2973
2974
2975
2976
2977
2978
2979
2980
2981
2982
2983
2984
2985
2986
2987
2988
2989
2990
2991
2992
2993
2994
2995
2996
2997
2998
2999
3000
3001

141

4.3.5 Extragéo supercritica

Na extracdo supercritica, o solvente flui através de um leito de particulas de
sementes, extraindo substancias solUveis a partir de uma matriz insolavel. A taxa de
transferéncia de massa interna € diretamente proporcional a efetiva difusividade
interna e inversamente proporcional ao quadrado da dimensdo da particula,
dependendo da forma da particula (SOVOVA, 2012). O delineamento dos processos
utilizando solventes supercriticos é fortemente dependente do equilibrio de fases, o
gue é altamente sensivel a alterac6es nas condi¢cdes operacionais.

A solubilidade é uma das propriedades termofisicas necessarias para a
concepcao do processo de extracdo. A solubilidade de substancias polares, tais
como polifendis, em fluido supercritico ndo polar (CO,) € muito baixa. No entanto, a
adicdo de modificadores pode aumentar a polaridade do fluido supercritico. Assim,
existe uma elevada solubilidade devido a maior interacdo de forcas com o soluto
e/ou pelo aumento da densidade, e consequentemente o poder de solvatacao.
Consequentemente, a extracdo de catequina e epicatequina a partir de sementes de
guarana é facilitada porque estas substancias sdo mais polares em comparacao
com cafeina. Além disso, o etanol e 0 metanol sdo capazes de fazer pontes de
hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo e outras interacbes com polifendis, e assim,
podem aumentar a extracdo destes compostos (LANG e WAI, 2001; MAROSTICA-
JUNIOR, LEITE e DRAGANO, 2010; MURGA, RUIZ, BELTRAN, 2000). A catequina
e epicatequina tém grupos hidroxilas que estdo disponiveis para a formacédo de
pontes de hidrogénio, mas isto ndo ocorre com a cafeina. Assim, a adicdo de
maiores quantidades de modificadores ao sistema ira promover a extracdo de
moléculas polares. A comparacdo da quantidade de catequina e epicatequina
extraidas, nos experimentos X, Y e Z, sugeriu que a solubilidade destes solutos
aumentou proporcionalmente com a quantidade de modificador empregado. Este
fato é evidenciado pela maior quantidade destas substancias extraidas com o
aumento da adi¢cdo de um modificador.

A extracdo de compostos fendlicos por fluidos supercriticos a partir de
sementes de guarana € uma tecnologia verde que reduz substancialmente o
consumo de solventes nas operacfes de extracdo e downstream, e, ainda, € mais
rdpida do que a extracdo convencional de sementes de guarana. Além destas
vantagens, as substancias extraidas podem ser diferentes em quantidade e

gualidade do que os obtidos a partir da extragdo convencional, tal como indicado por
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Herrero, Cifuentes e Ibafiez (2006). Este fato abre um leque de possibilidades para

potenciais atividades biologicas.

4.3.6 Atividade antimicrobiana

A melhor condicdo de extracdo e os fatores mais importantes para alcancar
este resultado foram determinados neste estudo, e pode-se subsequentemente
investigar a atividade biolégica potencial desses extratos. Nosso grupo (Ushirobira et
al., 2007) testou extratos de sementes de guarana obtidos por extracdo
convencional contra varias cepas microbianas. Tanto os extratos brutos quanto as
fragOes semipurificadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra nenhuma
cepa testada, mesmo frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Os extratos de sementes de guarana a partir da EFS, do experimento Z,
apresentaram maior CPT do que aqueles dos experimentos X e Y. Desta forma, foi
realizado um teste de atividade antimicrobiana com 0s nove extratos provenientes
do experimento Z contra cepas de S. aureus ATCC 29123 e SAMR N315. Os
resultados foram promissores e devem ser objeto de estudo de estudos futuros para
o isolamento e identificacdo dos compostos ativos responsaveis por esta atividade.

Outros autores também afirmam que o EFS provou ser mais efetivo na
extracdo de substancias com atividade antimicrobiana, em comparacdo com a
extracdo convencional (LIU et al., 2007; MICHIELIN et al., 2009).

A concentracdo inibitoria minima (CIM) de todos os extratos supercriticos de
guarana provenientes do experimento Z contra S. aureus ATCC 29123 foi >125,0 ug
mL™. Entretanto, a CIM contra SAMR N315 foi de 31,25 ug mL™” para todos os
tratamento exceto o tratamento 4 (CIM = 62,50 pg mL™). N&o houve atividade
antimicrobiana significativa (> 2.500 ug mL’1) para o extrato obtido a partir da
extracdo convencional. Este resultado sugere que compostos com atividade
antimicrobiana estdo presentes nos extratos supercriticos, e provavel estarem
ausentes no extrato bruto de extracdo convencional.

A maior atividade antimicrobiana de extratos supercriticos de guarana contra a
cepa N315 pode ser explicada pelo efeito da sensibilidade colateral em cepas
bacterianas resistentes. Redes de drogas com sensibilidade colateral podem ainda
servir para planejar tratamento em que varios antibiéticos sdo usados em ciclo ao
longo do tempo. Imamovic e Sommer (2013) propuseram um novo tratamento—ciclo

sensibilidade colateral— em que as drogas com perfis de sensibilidade colateral
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compativel sdo usadas sequencialmente para tratar a infeccdo e evitar o
desenvolvimento de resisténcia. Os autores preveem que este tratamento devera
contribuir para o uso sustentavel de drogas para o tratamento de doencas em que a

resisténcia a medicamentos € uma preocupagao.

4.3.7 Microscopia eletronica de varredura

O extrato supercritico de sementes de guarana do tratamento 3
(etanol:metanol, 40 min, 40 °C e 300 bar) proveniente do experimento Z teve o maior
CPT dos extratos avaliados neste estudo. Assim, este extrato foi escolhido para
avaliar a morfologia das células bacterianas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Na avaliagdo do MEV, a cepa SAMR N315 ndo tratada, preparada em meio
padrao CMH exibiu um grande numero de células lisas, esféricas em formato de
cachos de uva e o seu tamanho médio inalterado (Figura 4.2A). Em maior
ampliacdo, a superficie intacta de SAMR N315 foi observada (Figura 4.2B). Para
SAMR N315 tratados com extrato de sementes de guarand, foi possivel identificar
uma reducdo no numero de células, protuberancias na superficie celular, massa
amorfa e detritos celulares (Figura 4.2C). Em maior ampliacdo, a morfologia das
células mudou completamente, como a introducdo de pequenas bolhas (Figura
4.2D). Estes resultados sugerem que as células foram lisadas pela acdo do extrato

de sementes de guarana.

4.4. Conclusdes

A pressurizacdo de modificadores melhorou os rendimentos e concentracdes
dos extratos em comparagcdo com outros métodos de extracao convencionais. O teor
de cafeina no extrato foi semelhante a outros estudos publicados, mas o CPT foi
maior em comparagcdo com o nivel obtido utilizando a extracdo etandlica. Assim, a
inclusdo de modificadores no processo de extracdo supercritica € um fator
importante a considerar.

A estratégia estatistica DMO provou ser um método eficiente que forneceu
dados elucidativos, utilizando recursos minimos. No experimento Z, as condicfes de
extracdo de etanol: metanol a 40%, por 40 min, 40 ° C e 100 bar provou ser a
condicdo de escolha, com base na combinacdo de varios fatores, incluindo o custo

de operagdao, a seguranca, o rendimento e o valor de CPT obtido.
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Figura 4.2. Microscopia eletrdnica de varredura de
linhagens de Staphylococcus aureus N315 meticilina
resistentes (SAMR) tratadas com extratos supercriticos
de sementes de P. cupana. O Tratamento 3 utilizado
para este ensaio teve a seguinte combinacao:
etanol:metanol, 40 min, 40 °C e 300 bar. A; SAMR N315
nao tratado (controle) a 10,000x ampliacdo; B: SAMR
N315 ndo tratado (controle) a 80,000x de ampliacéo; C:
SAMR N315 tratado com extrato de guarana a 10,000x
de ampliacdo; D: SAMR N315 tratado com guarana a
80,000x de ampliacéo.

De modo geral, o experimento Z mostrou ser promissor comparado aos
experimentos X e Y, relativo a quantidade de compostos bioativos. Fato este
confirmado pela analise por CLAE. A percentagem de modificador utilizada é
proporcional a polaridade das substancias extraidas.

Os extratos supercriticos de sementes de guarana de experimento Z
mostraram uma promissora atividade antimicrobiana contra SAMR N315. Assim,
este extrato tem o potencial para o tratamento de infeccbes nosocomiais ou como

adjuvante, neste caso.
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Figura suplementar 4.1. Andlise de superficie de resposta para quantificar a resposta de (A)
catequina e (B) epicatequina (ug de substancia (100 pg de extrato de guarand)™) no
experimento Z, selecionando os seguintes fatores: tempo de extracdo = 2 (40 min) e
temperatura = 1 (40 °C).
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5. CAPITULO 3: Avaliac&o da atividade
antimicrobiana e antioxidante de extratos
supercriticos de guarana (Paullinia
cupana)
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Resumo

A partir de otimizagdo prévia de extracdo supercritica de sementes de guarana
(Paullinia cupana), com matriz ortogonal (OAq(3%), investigou-se a atividade
antioxidante, antimicrobiana e o perfil quimico destes extratos. Os extratos 1 (40%
etanol; 20 min; 40 °C e 100 bar), 2 (40%metanol; 60 min; 40 °C e 200 bar) e 8
(40%metanol; 40 min; 60 °C e 100 bar) apresentaram maiores valores combinados
de atividade antioxidante pelos métodos DPPH, Frap, ABTS e sistema xantina
oxidase, e, foram identificados por meio de andlise quimiométrica. A fracdo hexanica
do extrato 3 (etanol:metanol-40%; 40 min; 40 °C e 300 bar) apresentou atividade
antimicrobiana qualitativa frente as cepas Candida tropicalis, Staphylococcus aureus
e Lactobacillus fermentum. Perfis similares dos extratos foram obtidos pela analise
guimica, avaliada por CLAE-DAD-EM. Alem de cafeina, principal composto extraido,
0S extratos apresentam epicatequina, catequina, teofilina, teobromina e dimeros e
trimeros de proantocianidinas tipo A e B. A analise do mapa de calor verificou
correlacdo positiva entre os métodos antioxidantes DPPH, Frap e ABTS e com

metabaolitos catequina, epicatequina e procianidina do tipo B.

Keywords — Paullinia cupana, extracdo supercritica, perfil quimico, atividade

antioxidante, atividade antimicrobiana.
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(Abs) Absorvancia

(ABTS) 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico)
(PCA) Analise de Componentes Principais

(ATCC) Colegéo Americana de Cepas de Referéncia

(BM) banho-maria

(CCT) Colecéao de culturas tropicais
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(CLAE-DAD-EM) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de

arranjo de diodos e espectrometria de massas

(CPT) Conteudo de polifendis totais

(DMSO) Dimetilsulfoxido

(DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidrazila

(EDTA) acido etilenodiamino tetra-acético

(EFS) extracao por fluido supercritico

(FA) fracdo aquosa

(FH) fracdo hexanica

(Frap) Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro
(ICM) inibicdo do crescimento micelial

(MIC) concentracdo minima inibitoria

(OA9(3%) um total de nove corridas, com quatro variaveis em trés niveis
(OAD) Design de matriz ortogonal

(RSC) captura de radicais livres

(Teac) capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TPTZ) (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina)
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5.1 Introducéao

A extracdo por fluido supercritico (EFS) tem indmeras vantagens sobre a
extracdo convencional. A EFS permite a reutilizagdo dos solventes, maior facilidade
nas etapas de recuperacdo, geralmente mais rapida, mais ecologica, emprega
baixas temperaturas para extracdo do produto e proporciona produtos de alto valor
agregado, pois esses sdo livres de residuos indesejaveis e sem o risco de
degradacdo térmica.(RAMSEY et al., 2009) Diversos estudos tém utilizado a
extracdo supercritica para extrair compostos bioativos a partir de produtos
naturais.(GHAFOOR, AL-JUHAIMI e CHOI, 2012; MARQUES et al., 2016; VARGAS
et al., 2010) A adicdo de cossolventes a extracdo (1-10%), que emprega como fluido
supercritico o dioxido de carbono, expande a possibilidade de extracdo de
compostos mais polares. Os cossolventes mais empregados com esta finalidade séo
etanol e metanol.(MELO, SILVESTRE e SILVA, 2014)

O guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) € uma planta amazonica,
que possui uma variedade de propriedades farmacoldgicas descritas na literatura. E
atribuido as suas sementes atividades antimicrobianas,(DALONSO e PETKOWICZ,
2012) antioxidantes,(PORTELLA et al., 2013) anticancerigenas,(FUKUMASU,
LATORRE e ZAIDAN-DAGLI, 2011) gastroprotetoras,(CAMPOS et al., 2003)
antidepressivas,(OTOBONE et al., 2007) emagrecedoras,(RUXTON et al., 2007)
entre outras.(SCHIMPL et al.,, 2013) As sementes de guarana sao quimicamente
ricas em cafeina (2,41 a 5,07%), e em taninos (5,0 a 14,1%), principalmente os
condensados como proantocianidinas (10,7%) e catequina (5,98%) e epicatequina
(3,78%).(MARX, 1990; PAGLIARUSSI, FREITAS e BASTOS, 2002)Alguns autores
sugerem que os polifendis, especificamente taninos, sdo 0s principais responsaveis
pelos efeitos antioxidante e antimicrobiano apresentados pelo guarana. (PORTELLA
et al., 2013; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007)

Os radicais livres podem ser gerados a partir de vias metabdlicas dentro dos
tecidos do corpo e também pelos alimentos, farmacos ou ainda pela poluicédo
ambiental, entre outros. O estresse oxidativo ocorre como um desequilibrio entre o
balanco pré-oxidante/antioxidante, em favor da situacdo pré-oxidante, promovendo
dano potencial.(MORAIS et al., 2009) Este dano oxidativo que as biomoléculas
sofrem esta relacionado com as patologias de um grande nimero de doencas

cronicas, incluindo doencas cardiovasculares,(ROBERT e ROBERT, 2014) cancer



3365
3366
3367
3368
3369
3370
3371
3372
3373
3374
3375
3376
3377
3378
3379
3380
3381
3382
3383
3384
3385
3386
3387
3388
3389
3390
3391
3392
3393
3394
3395
3396
3397
3398

156

(SINGH et al.,, 2016) e doencas neurodegenerativas.(BOLNER et al., 2016) Os
antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir a
oxidagdo de substratos oxidaveis. O consumo de antioxidantes naturais, como 0s
compostos fendlicos presentes em muitas plantas, inibe a formacdo de radicais
livres, o que tem sido associado a uma menor incidéncia de doencgas relacionadas
com o estresse oxidativo.(DROGE, 2002) A utilizagcdo de antioxidantes naturais,
como aditivos alimentares para inativar radicais livres tem recebido um papel de
destaque, ndo sé pela sua propriedade de captura destes radicais, mas também
porque eles sdo naturais, produtos ndo sintéticos, e sua apreciacao por parte dos
consumidores € muito favoravel.(MILIAUSKAS, VENSKUTONIS e BEEK, 2004)
Varios métodos tém sido desenvolvidos para medir a capacidade de captura de
radicais livres (RSC), independentemente dos compostos individuais que contribuem
para a capacidade total de uma planta promover esta acdo. Os métodos baseiam-se
tipicamente na inibicdo do acumulo de produtos oxidados, uma vez que a geragao
de espécies de radicais livres € inibida pela adicdo de antioxidantes.(CHOI et al.,
2002)

Ha uma crescente busca por novos antimicrobianos extraidos de plantas,
principalmente em virtude da disseminacdo de cepas bacterianas resistentes, para
gue possam ser utilizados em produtos farmacéuticos, cosméticos e na industria
alimenticia, ja que essas plantas podem apresentar baixa toxicidade, baixo custo, e
serem de facil acesso.(COSTA et al., 2008) Diversos estudos tém demonstrado a
atividade antimicrobiana de extrato de semente de guarana. Assim, este pode ser
empregado como alternativa ao controle da placa dental,(BARBOSA e MELLO,
2004) atividade frente a bacteria cariogénica Streptococcus mutans(YAMAGUTI-
SASAKI et al.,, 2007) e bactéria antibiotico-resistente, como é o0 caso do
Staphylococcus aureus meticilina resistente,(MARQUES et al.,, 2016) além de
apresentar esta acao frente a varias outras cepas de bactéria e fungos.(MAJHENIC,
SKERGET e KNEZ, 2007)

O objetivo deste trabalho foi investigar caracteristicas antioxidantes e
antimicrobianas de extratos de guarand obtidos por extracdo supercritica. As
analises antioxidantes foram realizadas por quatro métodos e analisadas por meio
de analise quimiométrica. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a
microrganismos de interesse alimenticio, clinico e industrial. Adicionalmente, este

trabalho analisou o perfil quimico desses extratos por meio de CLAE-DAD-EM.



3399
3400
3401
3402
3403
3404
3405
3406
3407
3408
3409
3410
3411
3412
3413
3414
3415
3416
3417
3418
3419
3420
3421
3422
3423
3424
3425
3426
3427
3428
3429
3430
3431
3432

157

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Matéria-prima

Sementes torradas de P. cupana foram adquiridas do Sr. José Augusto de
Souza, do Estado de Mato Grosso, regido de Alta Floresta, Sitio Nossa Senhora
Aparecida, Rodovia MT 325, km 8 (9°58'06.3"S 56°06'46.9"W), Brasil. Uma exsicata
(HUEM#9065) foi depositada no Herbario, Departamento de Biologia da
Universidade Estadual de Maring4. A planta foi identificada pela professora Dra.
Cassia Monica Sakuragui. As sementes foram moidas no moinho de martelos (Tigre,
ASN5). O controle de qualidade destas sementes foi realizado e previamente
publicado.(MARQUES et al.,, 2016) O tamanho das particulas de sementes de
guarana utilizadas foi padronizado em 0,47+0,02 mm.

5.2.2 Extracéo

A extracdo com CO, supercritico foi realizada em trabalho prévio,(MARQUES
et al.,, 2016) a partir de sementes de guarana torradas e moidas, por meio de
planejamento experimental de matriz ortogonal (OAq(3%). Foram pesados 17 g das
sementes e acondicionadas em vaso de extracao de aco inoxidavel com um volume
total de 25 mL. A EFS foi realizada de forma automatizada em equipamento extrator
MV-10 ASFE System, Waters®. O extrator foi programado e controlado pelo
Software ChromScope, que utilizou a vazdo fixa de 6 mL min™®, temperatura
constante e o produto da separacéo foi obtido por despressurizacdo do sistema. Os
nove extratos obtidos foram rotaevaporados (Buchi R-200), liofilizados (Christ Alpha

1-4L.D) e armazenados sob refrigeracao, a —4°C.

5.2.3 Analises antioxidantes

Foram escolhidos diferentes métodos antioxidantes para avaliacdo dos nove
extratos obtidos por tecnologia supercritica: DPPH, Frap, ABTS e sistema xantina
oxidase. Todas as analises foram realizadas no minimo em triplicata, em
microplacas de 96 pocos e lidas em espectofotometro (Bio-tek Power Wave XS) ou
lumindmetro (Spectra max L1- Channel — Molecular Devices). Para comparacao com
a atividade antioxidante foram utilizados os dados dos teores de polifendis (CPT)

dos extratos obtidos em trabalho previamente publicado (MARQUES et al., 2016).
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Foi avaliada a atividade antioxidante do padréo cafeina (Sigma) em todos os
ensaios antioxidantes. A cafeina foi testada nas mesmas concentracbes em que

esta foi quantificada previamente nos nove extratos supercriticos.

5.2.3.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante dos extratos foi testada em relacdo a reducao do
radical DPPH, método descrito por Brand-Williams.(1995) Os extratos supercriticos
de sementes de guarana foram diluidos em metanol e preparados nas
concentracdes finais de 3,1 a 100,0 uyg mL™. Um total de 100 uL de DPPH a 130 puM
recém-preparada foram adicionados a 100 pL da amostra nas diferentes
concentragdes. As microplacas foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, para que ocorresse a reacdo. Depois de 30 min, as absorvancias foram
medidas a 517 nm, em espectrofotdmetro de microplacas (Bio-tek Power Wave XS).
Controle negativo (metanol adicionado ao DPPH), branco (somente metanol), além
do controle positivo (padréo quercetina e trolox) foram utilizados. A determinagcéo do

ICso foi feita por meio da férmula (1):

Atividade antioxidante (%): ((abs CN— abs amostra) (Abs CN)— 1) x 100 (1)

Onde: abs CN= absorvancia do controle negativo; Abs amostra= absorvancia

da solucéo do extrato.

Com os valores obtidos foi construido um grafico de percentagem da atividade
antioxidante versus concentracdo dos extratos de guarana testados, em pg mL™. Por
meio da regressao linear foi calculado o ICsp, que € a concentragéo do extrato com
capacidade de reduzir 50% do DPPH.

5.2.3.2 Frap (Poder Antioxidante de Reducado do Ferro)

O etanol foi utilizado para diluicdo do padrdo Trolox e para o preparo das
concentracdes dos extratos de guarand (40 a 160 pg mL™). Para o preparo de
reagente Frap, foi misturado 2,5 mL da solucdo de TPTZ (TPTZ 10mM em HCI
40mM), 2,5 mL da solucdo de cloreto de ferro hexahidratado (FeCls.6H,0) 20 mM e
25 mL de tampdao acetato 0,3 mM. Incubou-se esta solucdo a 37 °C em banho-maria
(BM) por 30 min. Em seguida, foi adicionada a 150 uL do reagente Frap, uma
aliquota de 30 uL de diferentes concentracfes do padrédo Trolox ou dos extratos de

guarana. Esta mistura foi homogeneizada e lida em espectrofotbmetro de
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microplacas (Bio-tek Power Wave XS) a 595 nm, apos incubacg&o por 30 min em BM
a 37 °C. O equipamento foi zerado com um branco da amostra para descontar uma
possivel turbidez. Para isto, foram utilizados 150 yL do veiculo Frap (solucéo igual
ao reagente Frap exceto pela solucdo de TPTZ) e 30 yL da amostra.

Para determinacdo da atividade antioxidante total(RUFINO, 2006) dos nove
extratos foi realizada curva de calibracdo do Trolox (20 uM a 600 pM; y = 0,0027x +
0,0359; R? = 0,9981) e equacédo da reta obtida a partir das absorvancias das
diferentes diluicbes dos extratos. Os resultados foram expressos em capacidade
antioxidante dos extratos de guarana equivalente ao Trolox (Teac).

5.2.3.3 ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico))

A solucao estoque de ABTS 8 mmol L™ foi obtida por meio da dissolugéo de 10
mg por comprimido de ABTS, em 2,43 mL de agua destilada. Um volume de 2,27 mL
da solucao estoque de ABTS foi adicionado a 11,5 mL de uma solugéo de persulfato
de potassio 3 mmol L™. A mistura foi protegida da luz e armazenada em temperatura
ambiente por 12 a 16 h, para formacao do radical ABTS, e posteriormente avaliada
pela adicdo de alcool etilico, até obter uma absorvancia de 0,70 nm = 0,05 nm a 734
nm.(RUFINO, 2007)

Em seguida, adicionaram-se 7 pL dos extratos nas concentracdes de 200 a
1000 pg mL™ (em etanol) ou do padrdo Trolox & 200 pL da solucdo de ABTS-*
diluida. Apos 6 min de reacdo, foi realizada leitura em espectrofotometro de
microplacas (Bio-tek Power Wave XS) a 734 nm. O equipamento foi zerado com um
branco para descontar uma possivel turbidez da amostra (7 yL de amostra e 200 uL
de alcool etilico).

Para determinacdo da atividade antioxidante total(RUFINO, 2007) dos extratos
realizou-se curva de calibracdo do Trolox (40 uM a 1000 pM; y = -0,0005x + 0,6467;
R2 = 0,9961) e equacdo da reta obtida a partir das absorvancias das diferentes
diluicbes dos extratos. Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante

dos extratos de guarana equivalente ao Trolox (Teac).

5.2.3.4 Sistema xantina oxidase
Os extratos de guarana foram diluidos em etanol 50% de forma seriada, nas
concentracBes finais de 8,47 a 0,13 pg mL™, utilizando-se um total de seis

concentragoes.
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Para o preparo de 560 pL de volume de reacgéao utilizou-se: 400 pL de tampéao
glicina (750,7 mg de glicina, 37,224 mg EDTA, g.s.p. 100 mL), 150 pL de xantina
(11,4 mg de xantina, 12 mL de tampao glicina) e 10 pL luminol (2,65 mg de luminol,
5 mL de DMSO).

Adicionaram-se 10 pL de cada concentracdo dos extratos de guarand,
previamente preparada de forma seriada, a 560 pL de volume de reagdo em tubos
eppendorf. Desta solugcdo 80 pL foram adicionados em microplacas, para adicao
posterior de 20 pL da solugcdo de xantina oxidase (11 pL de xantina oxidase e 5 mL
de tampé&o glicina).

A adicdo de enzima, mantida sempre resfriada, foi realizada de forma
automatica pelo equipamento luminémetro (Spectra max L1- Channel — Molecular
Devices). Foram utilizados: branco (etanol 50%), controle negativo e controle
positivo (quercetina e trolox).

A determinacdo do ICs foi feita por meio da formula (1), assim como para a
determinacdo do ICso para o méetodo do DPPH. Com os valores obtidos foi
construido um grafico de percentagem da atividade antioxidante, versus
concentracdo dos extratos de guarana testados, em pg mL™. O ICs, foi calculado por

meio da regressao linear.

5.2.4 Desengorduramento dos extratos preparados por EFS

O desengorduramento dos nove extratos supercriticos de guarana foi realizado
para o screening de atividade antimicrobiana e andlise do perfil quimico. Para isto,
foram realizadas particdes liquido-liquido com solvente organico (hexano) gelado.
Foram diluidos 34,75 mg do extrato em 1,5 mL de agua destilada, adicionados 3 mL
de hexano, homogeneizado e deixado a 5 °C por 10 min. Apds a separacao, as

fases hexanica (FH) e aquosa (FA) foram retiradas, secas e liofilizadas.

5.2.5 Avaliacéo antimicrobiana
5.2.5.1 Cepas utilizadas
As cepas avaliadas para as analises antimicrobianas estdo identificadas no

guadro 5.1.
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Quadro 5.1. Cepas avaliadas nas andlises antimicrobianas segundo sua importancia.

Fungos de Levedura de Bactérias de importancia clinica Bactérias de importancia
importancia importancia industrial
ambiental e médica
alimenticia
Botrytis Candida Klebsiella pneumoniae isolado clinico Lactobacillus ~ fermentum
cinerea tropicalis 97 CCT 1629
ATCC 2870
Rhizoctonia Pseudomonas aeruginosa PAO1 Leuconostoc
solani mesenteroides CCT 0848
Sclerotinia Staphylococcus aureus ATCC 29123
sclerotiorum
Staphylococcus aureus N315
meticilina resistente (SAMR)
Enterococcus faecium ATCC 29123
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Acinetobacter baumannii OXA23

CCT= Colecéo de culturas tropicais (Fundagdo André Tosello). http://fat.org.br/

5.2.5.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD foi realizada em cromatofolhas de aluminio (silica-gel 60 F254,
Macherey-Nagel) com 0,200 mm de espessura. Como fase movel, foi utilizado
ciclohexano:cloroférmio:metanol (45:45:05, v/v). As bandas foram visualizadas em
luz ultravioleta (UV) a 254 e 366 nm. Esta técnica foi utilizada para monitoramento
das FH e FA do extrato 3 (etanol:metanol; 40 min; 40 °C e 300 bar), o qual
apresentou o maior rendimento de extracdo em trabalho anterior(MARQUES et al.,
2016).

5.2.5.4 Técnica de bioautografia

A fim de determinar qualitativamente a atividade antibiotica do extrato 3 e suas
fracOes (FA e FH), foi utilizado o método de bioautografia.(RAHALISON et al., 1991)
Para tanto, foram utilizadas placas de CCD para estas amostras, na concentracao
de 500 pg por aplicacdo. Apdés o desenvolvimento da CCD, as placas foram
depositadas em placas de Petri inoculadas com suspensfes de cada isolado
microbiano separadamente (10° UFC mL™), pelo método de pour plate. As placas
foram incubadas em temperatura e tempo ideal de crescimento para cada
microrganismo testado. A leitura foi realizada por meio da presenca ou auséncia do
halo de inibicdo, reveladas em solucdo de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC) a
1% para bactérias Gram-negativas, e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

brometo tetrazdlico (MTT) a 0,2% para Gram-positivas e fungos. Os resultados
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foram considerados como (-) para auséncia de zona de inibicdo e (+) para presenca

de zona de inibigo.

5.2.5.5 Concentrac¢@es: Inibitéria (CIM), Bactericida (CBM) e Fungicida (CFM)
minimas

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada por método de
microdiluicdo em caldo conforme metodologia modificada preconizada pelo
CLSI.(2011) Este teste foi realizado com 0s microrganismos que apresentaram
inibicdo qualitativa na técnica de bioautografia frente ao extrato 3 e suas fracdes. As
placas foram incubadas em temperatura e tempo ideal de crescimento para cada
microrganismo testado. A CIM foi determinada quando houve 100% de inibicdo de
crescimento bacteriano quando comparado com o controle, sem adicdo do extrato.
As concentragbes referentes as placas com auséncia de crescimento

bacteriano/fungico foram consideradas bactericidas (CBM)/fungicida (CFM).

5.2.5.6 Concentracéao Inibitéria Minima (CIM) para fungos filamentosos

Os valores de CIM para fungos filamentosos foram determinados utilizando
método de diluicdo em agar. Foram vertidos 10 mL de BDA com adicdo de
diferentes concentracdes dos extratos supercriticos de guarana em placas de Petri.
Plugs, de 6 mm de micélios do fungo avaliado, foram inoculados no centro da placa
e incubado a temperatura ideal para a cada cepa. O crescimento fungico foi
registrado até o fungo tomar por completo as placas de controle (sem adicdo dos
extratos de guarana). Cada tratamento foi realizado em triplicata. A porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (ICM) foi calculada de acordo com a formula
(2).(YAHYAZADEH et al., 2008)

ICM(%) = [dfd'dt

]x 100 )

C

Onde: dc (mm) € a média do diametro de crescimento do micélio do controle e
dt (mm) é a média do diametro de crescimento do micélio do tratamento.

A dose eficaz de 50% e 80% (DE50 e DEB80) foi determinada por analise de
regressdo, quando o crescimento for reduzido para 50% ou 80% com relacdo ao
controle, respectivamente. A menor concentracdo que inibiu completamente o

crescimento do fungo foi considerada a concentracgéo inibidora minima (MIC).
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5.2.6 Analises dos extratos por CLAE-DAD-EM

As FAs dos extratos foram analisadas por CLAE-DAD-EM. Estas anélises
foram realizadas em um cromatégrafo UFLC LC-20AD (Shimadzu) acoplado a um
detector de arranjo de diodos (DAD) e a um espectrometro de massas ESI-qTOF
microTOF-Q Il (Bruker Daltonics). As andlises foram monitoradas no comprimento
de onda de 220-800 nm e no espectrometro de massas em ambos os modos de
ionizacdo, positivo e negativo (m/z 120-1200). A coluna cromatografica usada foi
uma Kinetex C18 (2,6 um, 150 x 2,2 mm, Phenomenex), a qual foi protegida com
uma pré-coluna com o mesmo material. A fase moével utilizada foi agua deionizada
(A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de acido férmico (v/v). O gradiente de
eluicdo foi o seguinte: 0-2 min- 3% de B, 2-25 min de 3-25% de B, 25-40 min de 25-
80% de B, seguido da lavagem e recondicionamento da coluna (8 min). A vazao foi
de 0,3 mL min™, volume de injecdo foi de 1 pL e durante as andlises a coluna
cromatografica foi mantida a 50 °C. Todas as amostras foram preparadas na
concentracdo de 1 mg mL™. O controle de qualidade consistiu de um pool produzido

a partir da adicdo de 50 pL de cada amostra.

5.2.6.1 Processamento dos dados

Os dados obtidos por CLAE-DAD-EM foram analisados e processados no
software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltomics). Subsequentemente, os dados foram
alinhados usando o software Metalign,(LOMMEN, 2009) submetidos a reducéo dos
dados no MSclust,(TIKUNOV et al., 2012) sendo que foram listados vinte e dois
compostos. As replicatas do pool foram comparadas para avaliar a reprodutibilidade
do equipamento e para realizar o alinhamento das amostras. Entdo, os dados
processados foram analisados na plataforma Metaboanalyst 3.0 platform(XIA et al.,
2015) usando ferramentas de analise multivariada, sendo também aplicados para
avaliar as variacoes das intensidades dos ions e as correlacdes significativas com as

atividades biolégicas (p<0,05).

5.2.7 Analise estatistica

Os dados oriundos da atividade antioxidante dos extratos supercriticos de
guarana foram apresentados como a média + desvio padrdo, de no minimo trés
réplicas. A andlise estatistica foi realizada pelo Statistical Analysis System (SAS,

versdo 9.3). As diferencas entre as médias de diferentes niveis foram analisadas
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utilizando o teste de Tukey, e o0s valores médios foram considerados
significantemente diferentes quando p<0,05.

A Analise de Componentes Principais (ACP) foi implementada utilizando
Statistica 7,0 software (Stat Soft Inc. América do Sul, Tulsa, OK, EUA). Em primeiro
lugar, os dados foram auto-ajustados antes da aplicacdo quimiométrica(ZIELINSKI,
ACACIO A.F. et al., 2014) e a PCA foi aplicada para distinguir as amostras de
acordo com os niveis de CPT, DPPH, Frap, ABTS, e sistema xantina oxidase.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Analise de dados da atividade antioxidante e CPT

Os meétodos para medicdo da atividade antioxidante empregados neste
trabalho sdo muito utilizados em extratos de plantas em diversos estudos
(COMPAORE et al., 2011; EL EUCH, BOUAJILA e BOUZOUITA, 2015; HWANG,
HWANG e SONG, 2016). Os resultados das atividades antioxidantes dos quatro
métodos (DPPH, Frap, ABTS e sistema xantina oxidase) sdo mostrados na Tabela
5.1.

Andlises multivariadas s&o mais precisas do que as comparacdes
univariadas(ZIELINSKI, ACACIO ANTONIO FERREIRA et al., 2014). Estas
ferramentas quimiométricas sao utilizadas para identificacdo, classificacdo e
comparacdo de extratos e seus bioativos. Podem promover correlacdo entre as
caracteristicas pesquisadas como atividade antioxidante de diferentes espécies
vegetais e suas partes.(ALVAREZ-ZAPATA et al., 2015; FARAG et al., 2016; SORA
et al., 2015) Neste trabalho, a analise de componentes principais (PCA) foi aplicada
a fim de avaliar em conjunto os dados de CPT e os resultados obtidos a partir da
analise antioxidante dos seguintes métodos: DPPH, Frap, ABTS, e sistema oxidase
xantina. O primeiro componente principal (CP1) explicou até 46,76% da variancia
total, e CP2, 23,32%; totalizando 69,78% da variancia total (Figura 5.1). A CP1 foi
responsavel por separar as amostras por diferencas observadas a partir dos
resultados de atividade antioxidante dos métodos Frap, ABTS e sistema xantina
oxidase; enquanto a CP2, pelas diferencas observadas em DPPH e sistema xantina

oxidase.
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Tabela 5.1. Atividade antioxidante por quatro métodos e teor de polifendis dos extratos supercriticos de Paullinia cupana.

Sistema
(7)) .
% Cossolvente Tempo~de Temperatura Presséo CPT DPPH Frap ABTS xaht|na
R extragao oxidase
= (40%) . (°C) (bar)
o (min) mg EP g I1Cs0 UM de Trolox/ g uM de Trolox/g ICso
/semente (ng/mL) de semente de semente (ng/mL)
1 etanol 20 40 100 86,13+0,24°  21,60+0,44'  1540,31+50,02° 1104,63+15,62° 0,92+0,03°
2 metanol 60 40 200 78,29+0,41"  35,49+0,61° 1507,47+45,63° 999,56+12,99°  0,36+0,01'
3 $§22L| 40 40 300 105,76+1,09° 34,60+0,90°  733,51+32,79"  632,12+7,33°  0,64+0,01%
4 etanol 40 50 200 84,63+0,88° 27,25+0,66° 917,09+32,32%°  622,97+6,84°  0,73+0,01¢
5 metanol 20 50 300 67,70+1,03"  29,60+1,10° 907,36+18,78° 655,19+18,71°  0,73+0,02°
etanol: b de e g b
6 T etanol 60 50 100 88,90+0,03° 25,07+1,03 872,40+26,00 581,52+7,33 1,31+0,06
7 etanol 60 60 300 68,64+0,90°  38,79+0,82° 1057,36+28,48° 768,03+12,43°  1,31+0,04°
8 metanol 40 60 100 69,88+0,88° 24,28+0,06° 1686,01+16,95° 842,91+16,40°  0,59+0,02°
53221)' 20 60 200 66,02+0,28'  33,50+0,98° 1001,88+11,95° 602,13+10,499  1,52+0,06

Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo significantemente diferentes (p<0,05); ICs, do padrao quercetina e trolox pelo método
DPPH: 8,52+0,74 e 30,03+2,32 ug/mL, respectivamente; ICs, do padrdo quercetina e trolox pelo sistema xantina oxidase: 0,11+0,08 e 1,64+0,02
pg/mL, respectivamente;

*Os valores de atividade antioxidante pelos métodos DPPH e sistema xantina oxidase foram expressos ICso, que é a concentracdo de extrato
necesséria para promover 50% da acdo antioxidante;

**QOs valores da atividade antioxidante pelos métodos Frap e ABTS foram expressos em micromol de equivalente de trolox por grama de semente (UM
de trolox g de semente™);

=+ contetido em polifendis totais (CPT) foi expresso em miligramas de pirogalol por grama de sementes de guarana (mg EP g semente™), publicado
em trabalho anterior (MARQUES et al., 2016).
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Figura 5.1 Grafico de dispersdo CP1 versus CP2 sobre as principais fontes de
variabilidade de dados para atividade antioxidante e contetdo em polifendis
totais em sementes supercriticas de guarana. Escores (A) grafico de pesos

(B).

3654 Em associacao com o grafico de disperséo (escores e pesos) é possivel saber
3655 quais amostras foram relacionadas com os compostos fendlicos e atividade

3656 antioxidante in vitro, sendo possivel distinguir cada amostra ou amostras do grupo.
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Na Figura 5.1A, os extratos do lado esquerdo (1, 2 e 8) sdo caracterizados por
maiores niveis de ensaios antioxidantes, enquanto que os demais extratos por niveis
menores.

Portanto, a partir da andlise quimiométrica foi possivel separar os extratos em
dois grupos distintos. O grupo correspondente aos extratos 1 (etanol; 20 min; 40 °C
e 100 bar), 2 (metanol; 60 min; 40 °C e 200 bar) e 8 (metanol; 40 min; 60 °C e 100
bar), os quais apresentaram maiores valores combinado de atividade antioxidante
pelos métodos DPPH, Frap, ABTS, e sistema xantina oxidase.

O padrdo cafeina, avaliado como controle nos métodos de deteccdo da
atividade antioxidante, apresentou resultado negativo em todos os testes. Portanto,
o efeito antioxidante ndo pode ser atribuido a cafeina isolada, apesar de todos os

extratos apresentarem alto teor desta substancia.

5.3.2 Analises dos extratos por CLAE-DAD-EM

Os perfis quimicos dos nove extratos provenientes da extracao supercritica de
sementes de guaranad foram obtidos por CLAE-DAD-EM. Os perfis foram
processados através de ferramentas estatisticas para a determinacdo da
similaridade dos extratos e das correlagdes entre as composi¢cdes quimicas e as
atividades antioxidantes. Os cromatogramas dos extratos, a 270 nm, encontram-se
ilustrados na Figura 5.2, no qual foi possivel visualizar grandes semelhancas
guimicas entre os extratos, sendo que o principal composto identificado foi a cafeina
(Tabela 5.2, Figura 5.3). Outros constituintes com intensidades inferiores foram
observados como, por exemplo, teobromina, teofilina, catequina, epicatequina,
dimeros e trimeros de procianidinas tipo A e B.

Os compostos foram identificados baseados nos dados espectrais de UV, da
massa acurada e dos ions fragmento observados. Além disso, alguns metabdlitos
foram confirmados através da co-injecdo de padrbes auténticos.

As intensidades dos ions para as metilxantinas (teobromina, teofilina e
cafeina) tiveram apenas pequenas variacdes entre os extratos (Figura 5.4), assim

como para os flavan-3-0is catequina e epicatequina.

5.3.3 Correlacdes entre o perfil quimico dos extratos e as atividades antioxidantes
Os coeficientes de correlagdo entre as atividades antioxidantes, os perfis

guimicos e CPT encontram-se ilustrados na Figura 5.5.
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Figura 5.3. Cromatogramas do extrato 3 obtidos a 270 nm em modo de ioniza¢do negativa e
positiva. A identificagdo dos picos encontra-se descrita na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Identificacdo dos constituintes dos extratos de Paullinia cupana por CLAE-

DAD-EM.
Pico RT Composto uv FM Negativo (m/z) Positiv*o
(min) (nm) (m/z)
[M-H] MS/MS [M+H]"
1 1,12 Aminoéacido - C;Hi3sNO;  158,0795 - 160,0977
2 1,15 di-O-hexosideo - CipH»0q;  341,1086 191 -
3 5,0 Teobromina 272  C;HgN4O, - - 181,0704
4 7,10 Tedfilina™ 271  C;HgN,O, 179,0575 164 181,0732
5 8,58 NI 275 C14H1607 295,0823 165 297,0968
6 8,78 NI 275 CyeH1oN4O4 321,0636 215, 175, 173, 161 323,0748
7 8,99 Catequina™ 279  CisH1406 289,0738 221,203, 188,175, 291,0871
159
8 9,04 PCY-PCY (tipo 278  CgoHp01,  577,1388 289, 245, 221, 203, 579,1494
B) 179
9 949 NI 278 C15H140sg 321,0621 173, 161 323,0786
10 10,70 Cafeina™ 272 CgH12N4O, - - 195,0879
11 12,02 PCY-PCY (tipo 278 CaoH26012  577,1375 407, 339, 289, 245,  579,1518
B) 179, 161
12 12,41 Epicatequina 279 CisH1406  289,0730 245, 221, 203, 187,  291,0871
173, 161
13 12,80 NI 278 C14H14056 277,0721 233,192,191, 173 279,0857
14 14,46 PCY-PGU (tipo 278 CaoH26011  561,1432 - 563,1562
B)
15 16,21 PCY-PCY (tipo 278 CgzoH24012  575,1210 285 577,1375
A)
16 16,34 PCY-PCY-PCY 278 CssH3zs015 863,1832 - 865,2000
(tipo A)
17 16,63 PCY-PCY (tipo 278 C3oH2401,  575,1235 285 577,1372
A)
18 17,35 PCY-PCY-PCY 278 CssHzs015 863,1848 - 865,1993
(tipo A)
19 18,40 PCY-PCY (tipo 278 C3oH240,,  575,1224 285 577,1371
A)
20 19,69 PCY-PCY (tipo 278 C3oH2401,  575,1212 407, 285, 245, 217,  577,1378
A) 177, 163
21 20,32 PCY-PCY (tipo 278 C3oH240:,  575,1224 407, 299, 285, 271, 577,1365
A) 247

*: erro menor do que 6 ppm; *: confirmado por co-injecdo de padrao auténticos; PCY: procianidina, PGU:
proguibourtinidina.
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Figura 5.4 Intensidades dos ions observados nos diferentes extratos supercriticos de
guarana (1 a 9) relativos aos principais compostos: teobromina, teofilina e cafeina (A) e
catequina e epicatequina (B).
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Figura 5.5. Coeficientes de correlagédo entre as atividades antioxidante, os perfis quimicos e
CPT (conteudo em polifendis totais). Azul: correla¢gdes positivas; Rosa: correlagbes
negativas. Somente foram exibidas as correlagbes com p<0,05. A identificagdo dos

compostos encontra-se descrita na Tabela 5.2.

Foi possivel constatar uma correlacédo positiva entre CPT e DPPH, sendo que

foram mais significativas as correlacbes de CPT com os compostos di-O-hexosideo

(2), catequina (7) e epicatequina (12). De maneira geral, as atividades antioxidantes

DPPH, Frap e ABTS apresentaram correlagbes positivas e significativas com os

metabolitos catequina (7), dois dimeros de procianidina do tipo B (8 e 11) e

epicatequina (12). Portanto, € sugerido que estes compostos tenham promovido o

efeito antioxidante identificado nos extratos.
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Entretanto para o sistema xantina oxidase, os coeficientes de correlagbes com
maior nivel de significancia foram negativos, sendo estas correlacdbes com 0s
seguintes metabdlitos: um dimero de procianidina tipo A (20) e dois metabdlitos
ainda nao identificados até o presente momento (5 e 13). Além disso, convém
destacar que as atividades antioxidantes DPPH, Frap e ABTS correlacionaram-se
positivamente entre si, enquanto que nenhuma destas se correlacionou com o
sistema xantina oxidase.

A partir do mapa de calor (Figura 5.6), é possivel observar que os metabdlitos
gue se correlacionam com a atividade do sistema xantina oxidase sao diferentes
daqueles para as atividades antioxidantes de DPPH, Frap e ABTS. Alguns
autores(POGACNIK e ULRIH, 2012) afirmam que a xantina oxidase tem vantagens
sobre métodos espectrofotométricos, pois apresenta menor interferéncia para
amostras coloridas. Adicionalmente, 0s ensaios quimioluminescentes sao mais
sensiveis que o DPPH e o ABTS, por exemplo. Entretanto, alguns compostos anti-
radicalares podem ser instaveis em condi¢cdes fortemente basicas utilizadas no
ensaio de luminol.(DE OLIVEIRA et al., 2014)

5.3.4 Analises antimicrobianas

O extrato 3 (etanol:metanol; 40 min; 40 °C e 300 bar) foi escolhido para os
testes antimicrobianos por apresentar maior rendimento em trabalho
anterior(MARQUES et al., 2016) e pelo perfil similar dos extratos obtidos por meio da
analise quimica por CLAE-DAD-EM. A FA apresentou a caracteristica de um po
solto, de cor creme e com rendimento de 20,47 mg (58,91%). Ja a FH apresentou
caracteristica oleosa, apos liofilizacdo, de cor laranja escura e com rendimento de
3,71 mg (10,68%). Em CCD, foi possivel visualizar as diferengas presentes entre as
amostras (Figura 5.7).

Como mostrado na Tabela 5.3, foi possivel observar que o processo de
desengorduramento surtiu o efeito desejado, qual seja a de separar 0(S)
composto(s) com atividade antimicrobiana, observado por meio do Rf. A FA
apresentou atividade frente a uma cepa bacteriana Gram-negativa (Acinetobacter
baumannii). Adicionalmente, a FH apresentou atividade frente a bactérias Gram-
positivas e em Candida tropicalis. A Figura 5.8 demonstra o resultado da

bioautografia frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 5.6. Mapa de calor dos compostos presentes nos extratos
supercriticos de guarana.
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Figura 5.7. Cromatografia em camada delgada (CCD)
dos extratos supercriticos de sementes de guarand,
reveladas sob luz ultravioleta, nos comprimentos de
onda de 254 nm (1) e 366 nm (2). “O”= extrato 3; “A"=
fracdo aquosa; “H’= fracdo hexanica.
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Tabela 5.3. Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos supercriticos de semente de guarand antes (extrato 3), e depois do
desengorduramento (fragdo aquosa, “FA”; e fragao hexanica, “FH”) por meio do método de bioautografia.

Atividade Rf

Microrganismo
crorgan Extrato 3 FA FH Extrato 3 FA FH

Bactérias Gram-negativas

Klebsiella pneumoniae isolado clinico 97 - - -

Acinetobacter baumannii OXA-23 + + - 0,375/0,55 0,375/0,55
Pseudomonas aeruginosa PAO1 - - -

Bactérias Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 29123 + - + 0,275 0,275
Staphylococcus aureus N315 (SAMR) + - + 0,35 0,35
Enterococcus faecium ATCC 6569 - - -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - -

Lactobacillus fermentum CCT 1629 + + aplicacdo/0,275 aplicacdo/0,275
Leuconostoc mesenteroides CCT 0848 - - -

Fungo leveduriforme
Candida tropicalis ATCC 2870 + - + aplicacdo/0,275 aplicacdo/0,275

Fungos Filamentosos

Botrytis cinerea - - ;
Rhizoctonia solani - - -
Sclerotinia sclerotiorum - - -

+ Presenca de atividade antimicrobiana; - Auséncia de atividade antimicrobiana; Rf - Frente de retencdo; (SAMR) Staphylococcus aureus N315 meticilina
resistente
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Figura 5.8. Teste de bioautografia,
revelado em solucdo de cloreto de
2,3,5-trifenil-tetrazdlio (TTC) a 1%, dos
extratos supercriticos de semente de
guarana antes (extrato 3, “O”) e depois
do desengorduramento (fracéo
aquosa, “‘A” e fracdo hexanica, “H”)
frente a Staphylococcus aureus ATCC
29123.

Diversos autores sugerem que os polifendis presentes no guarana sao 0s
responsaveis por suas acodes farmacoldgicas (BITTENCOURT et al.,, 2013;
OTOBONE et al., 2005; PORTELLA et al., 2013; SCHOLEY e HASKELL, 2008;
YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007; YOUDIM, SHUKITT-HALE e JOSEPH, 2004).
Nenhum estudo publicado relaciona estas acdes a compostos ndo polares ou
moderadamente polares presentes no guarana. Como ja demonstrado em
trabalho anterior do nosso grupo (MARQUES et al., 2016), a extracao
supercritica, com adicdo crescente de cossolventes (modificadores) pode
extrair, de forma seletiva, compostos fendlicos. Entretanto, esta extracao, por
empregar CO, como fluido supercritico além do modificador adicionado,
promove adicionalmente uma extracdo de compostos de baixo peso molecular
(<250) e polaridade ou fracamente polares.(RAVENTOS, DUARTE e
ALARCON, 2002) Estes compostos podem ser representativos no espectro de
atividade antimicrobiana apresentado neste estudo. Portanto, a fracdo hexanica
mostrou-se com promissora atividade antimicrobiana frente a microrganismos

Gram-positivos e Candida tropicalis.
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A revisdo sobre guarand apresentou um amplo cenério de tudo o que ja foi
publicado a respeito desta planta. Isto inclui a impressionante versatilidade de suas
funcbes farmacoldgicas, histérico desta planta, dados sobre suas caracteristicas
botanicas, aspectos quimicos, cultura e processamento. Adicionalmente esta revisdo
abordou novos tépicos como toxicologia do guarana, o fundamental controle de
gualidade da droga vegetal e seus extratos e ainda uma detalhada discusséo a
respeito da importancia da preparacédo e padronizacdo do extrato para a posterior
investigacdo de sua propriedade farmacoldégica.

A tecnologia supercritica utilizada neste trabalho para extracdo de sementes de
guarana (Paullinia cupana) mostrou-se eficiente na obtencdo de compostos
fendlicos. A utilizacdo de delineamento de matriz ortogonal OAg(3*) forneceu dados
precisos, utilizando experimentos fracionarios, o que facilitou a investigacdo de
guatro fatores em trés niveis que impactam na extracao supercritica. Além disso, o
emprego de modificadores promoveu um aumento na extragdo de compostos
polares (catequina e epicatequina) proporcionalmente a percentagem do modificador
empregada. O experimento Z, que utilizou 40% de modificador, mostrou ser
promissor em comparacdo aos experimentos X e Y, relativo a quantidade de
compostos bioativos. Portanto, a condicdo de extracdo supercritica que provou ser a
condicdo de escolha baseada na combinacdo custo, seguranca, rendimento e CPT
foi: etanol:metanol a 40%, por 40 min, 40 °C e 100 bar.

Adicionalmente, o extrato supercritico de sementes de guarana proveniente do
experimento Z mostrou uma promissora atividade antimicrobiana contra SAMR
N315. Desta forma, este extrato tem potencial para utilizacdo no tratamento de
infeccbes nosocomiais ou como adjuvante do tratamento. Além disso, a fracdo
hexanica do extrato 3 (etanol:metanol; 40 min; 40 °C e 300 bar) mostrou
interessante atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas e Candida
tropicalis.

A andlise do perfil quimico por CLAE-DAD-EM, dos extratos supercriticos de
sementes de guarana do experimento Z, identificou grandes semelhancas quimicas
entre 0os nove extratos. Além da cafeina, outros constituintes com intensidades
inferiores foram observados como, por exemplo, teobromina, teofilina, catequina,

epicatequina, dimeros e trimeros de procianidinas tipo A e B.
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Os métodos DPPH, Frap e ABTS correlacionaram-se positivamente entre si e
com os metabdlitos catequina, epicatequina e procianidina do tipo B. Portanto, €
sugerido que estes compostos tenham promovido o efeito antioxidante identificado

nos extratos.
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Approximately 70% of the Brazilian production of guarand (Paullinia cupana) seeds is absorbed by the
beverage industries. Guarana has several pharmacological properties: energy stimulant, antimicrobial,
chemoprophylactic, antigenotoxic, antidepressive, anxiolytic, and anti-amnesic effects. Supercritical
carbon dioxide extraction of bicactive compounds from guarana seeds was carried out and optimized
by an orthogonal array design (OAg(3*)). The factors/levels studied were: modifier(s) {ethanol and/or
methanol), extraction time (20, 40, and 60 min), temperature (40, 50, and 60 °C), and pressure (100,
200, and 300 bar:l, The statistical deslgn was repeated with increasing propnrtions of modifiers. The
percentage of modifier used was proportional to the amount of polar compounds extracted. The best
conditions for the supercritical extraction, based on the content of polyphenols, epicatechin/catechin
quantification, yield and operating cost, proved to be: 40% ethanol:methanol during 40 min, under

40 °C, and 100 bar. The temperature had a significant effect on the total phenolic content.

Keywaords:

Paullinio cupana
Cuarand

Palyphenals
Supercritical extraction
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1. Introduction

Guarand (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) is a Brazilian
plant originally from the Amazon region, and its roasted seeds have
long been used by indigenous tribes for their stimulant, aphro-
disiac, and healing properties (headaches) (Henman, 1982), Due
to the high potential of this plant, as well as its medicinal charac-

Abbreviations: SFE, supercritical Muid extraction; OAD, orthogonal array desizgn;
DAg(3%), a total of nine runs per experiment, with four variables at three levels; TPC,
total phenolic content; ANVISA (Portuguese acronym ), National Health Surveillance
Agency; mg EP g seeds™, milligrams pyrogallol equivalent per gram; MIC,
minimum inhibitory concentration; ATCC, American type culture collection; MRSA,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CFU, colony forming units; MHA.
Mueller Hinton-Agar: MHB, Mueller Hinton Broth; SEM, scanning electron
Microscopy.
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teristics and profitability, guarana has become an important raw
material for the cosmetics and soft drink industries. Brazil is the
largest guarand producer in the world, with a planted area of
15,182 ha and a production of 3658t in 2015 (IBGE, 2016;
Schimpl, da Silva, Goncalves, & Mazzafera, 2013). Approximately
70% of the production is used in the production of soft drinks
and energy drinks (Suframa, 2013).

Guarand has a wide variety of pharmacological properties,
including anticarcinogenic (Fukumasu et al., 2008) antiprolifera-
tive (Hertz et al., 2015), antimicrobial, antioxidant (Basile et al.,
2005; Yamaguti-Sasaki et al, 2007), cytoprotective (Schimpl
et al., 2013), energetic, thermogenic (Andersen & Fogh, 2001),
antidepressant (Audi & de Mello, 2000), and anxiolytic (Rangel,
Mello, & Audi, 2013 qualities. It can also be used in the prevention
of oral disease (Yamaguti-Sasaki et al., 2007), as well as in efforts to
reduce oxidative effects and metabolic disorders (Portella et al.,
2013), in addition to other purposes (Schimpl et al, 2013).



