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RESUMO

Avaliagao tecnolégica e atividade antioxidante de produtos secos por
spray-drying de llex paraguariensis A. St. Hil. — Aquifoliaceae (erva-mate)

llex paraguariensis A. St. Hil. € uma espécie popularmente conhecida
como erva-mate. O presente trabalho refere-se ao desenvolvimento e
caracterizacédo tecnoldgica de produtos secos por spray-drying, a partir de
solugdo extrativa aquosa de |. paraguariensis, bem como de fragdes
polifendlicas. Adicionalmente foi desenvolvido e validado um método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo de
polifendis presentes tanto na matéria-prima vegetal como nos produtos secos.
O método mostrou-se adequado para a quantificacdo de polifendis em todas
as preparacdes de |. paraguariensis. Quatro produtos secos por spray-drying
foram preparados a partir do decocto. Entre os quatro produtos, o produto
contendo 30 % de Aerosil® (PSI-A) apresentou as melhores caracteristicas
tecnoldgicas e de estabilidade frente a fotodegradagdo. Na avaliagdo da
atividade antioxidante, no modelo experimental in vitro, tanto os produtos
secos como as fracdes polifendlicas demonstraram atividade antioxidante, de
maneira dose-dependente, caracterizada pela redu¢cao da quimiluminescéncia
no ensaio de TRAP, baixos niveis de TBARS e aumento da atividade
scavenger de radicais hidroxila. Fatias de figado de ratos foram utilizadas
como modelo ex vivo. Entre os produtos por spray-drying testados PSI-A e
PSI-D e a fracdo FAB foram eficazes na reducdo da producdo de TBARS
quando comparados ao controle pré-incubado com ter-butilhidroperéxido (t-
BHT), corroborando os ensaios in vitro. Para o ensaio in vivo empregou-se o
modelo de dano hepatico induzido por tetracloreto de carbono (CCl,), sendo o
produto seco PSI-A selecionado para avaliagdo com base nos resultados
obtidos na caracterizagéo tecnolégica. A administracdo de PSI-A, por via oral,
durante 30 dias, na dose de 386 mg/kg, resultou em dano hepatico menor,
evidenciado por niveis menores de lipoperoxidacdo e maior atividade das

enzimas superoxido desmutase e catalase, quando comparados ao controle.
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O conjunto de resultados sugere que o desenvolvimento tecnoldgico dos
produtos secos, bem como de fragdes purificadas apresentou atividade
antioxidante significante medida em ensaios in vitro e ex-vivo. Adicionalmente,
os resultados também evidenciam efeito hepatoprotetor frente ao estresse
oxidativo e dano hepatico provocado pelo tetracloreto de carbono, medidos
em ensaios in vivo. Estudos adicionais visando a investigar o papel destes
produtos em patologias em que o estresse oxidativo parece estar envolvido

SA0 necessarios.

Palavras-chave: llex paraguariensis, produtos secos por spray-drying,

polifendis, atividade antioxidante, erva-mate.



ABSTRACT

Technological evaluation and antioxidant activity of llex paraguariensis

A. St. Hil.- Aquifoliaceae (Maté) spray-dried extracts

llex paraguariensis A. St. Hil. is a plant specie traditionally known as
maté. The present work was designed in view to develop, in semi-industrial
scale, spray-dried extracts of llex paraguariensis from aqueous extracts as
well as polyphenol fractions. Four spray-dried extracts were prepared from the
aqueous extract using different excipients. In order to quantify the polyphenols
present in raw plant material, spray-dried extracts and polyphenol fractions, a
liquid chromatography (LC) method was validated. The spray-dried extract
containing 30% of Aerosil® (SPD-A) presented the best technological
characteristics and photostability. In vitro antioxidant activity evaluation of both
spray-dried extracts and polyphenolic fractions showed a dose-dependent
antioxidant activity. Quimiluminescence reduction in TRAP assay, low TBARS
content and hydroxyl free radicals scavenger activity were observed. Rats liver
slices were used for antioxidant test in ex vivo model. SPD-A and SPD-D
(containing 15% of Aerosil® and 15% of Avicel®) spray-dried extracts and
polyphenol fraction FAB were able to reduce TBARS production when
compared to the control group preincubated with ter-butylhydroperoxide (t-
BHT). Based on the technological characteristics and photostability, PSI-A
spray-dried extract was selected for in vivo antioxidant activity evaluation using
carbon tetrachloride (CCl;) induced hepatic damage as a model. Oral
administration of 386 mg/kg of SPD-A during 30 days resulted in decreased
liver damage as a consequence of lower lipoperoxidation levels and higher
activity of superoxide dismutase and catalase enzymes when compared to a
control group. In synthesis, the results suggest that both spray-dried extracts
and purified fractions presented significant in vitro and ex vivo antioxidant
activity. Additionally, in vivo antioxidant activity evaluation demonstrated a

hepatic protection effect against oxidative stress and carbon tetrachloride-
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induced damage. Further experiments aiming to investigate both spray-dried
extracts and polyphenol fractions function in diseases involving oxidative

stress represent a very interesting perspective.

Key-words: llex paraguariensis, spray-dried extracts, polyphenols,

antioxidant activity, erva-mate.
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llex paraguariensis € conhecida popularmente como erva-mate. O mesmo
nome € dado ao produto industrializado preparado a partir das folhas e pequenos

ramos, por estabilizagdo, secagem rapida e moagem.

No Brasil o setor ervateiro compreende cerca de 450 municipios dos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul,
englobando 750 industrias, gerando um total de aproximadamente 700.000
empregos diretos e indiretos, para uma produgdo anual aproximada de 650.000
toneladas (MOSELE, 2002; VALDUGA, 2002). Dentre a triade dos paises
produtores, o Brasil figura como maior produtor e a Argentina como maior
exportador. O Paraguai produz basicamente para o consumo interno (RUCKER,
1996).

O conjunto de paises que fazem parte do Mercado Comum do Sul (Mercosul)
€ o principal mercado importador, sendo o Uruguai o maior importador (ANDRADE,
2004).

A partir de 1988, as exportagdes para outros paises aumentaram
significativamente. Hoje atingem os mercados da Siria, Alemanha, Jap&o e Estados
Unidos, que passaram a demonstrar interesse pelo produto, principalmente como

alimento e nutracéutico.

No entanto, ainda hoje, o maior consumo de erva-mate (92 %) ocorre na
forma de produtos tradicionais, como o chimarrdao, que apresenta mercado limitado
as regides onde é produzida. Quanto ao mercado externo, nos ultimos anos,
também apresentou uma demanda estavel de cerca de 25 mil toneladas anuais.
Como se trata de uma planta de composig¢ao quimica diversificada, esta espécie tem
motivado pesquisadores a investir na melhoria da qualidade do produto, visando
agregar valor a esta importante matéria-prima regional (VALDUGA, 2002).
Paralelamente, iniciou-se a demanda da matéria-prima para industrias quimicas e
farmacéuticas, com interesse na produgdo de produtos de higiene e limpeza
(MOSELE, 2002).

A presenca de elevados teores de metilxantinas (principalmente cafeina),

saponinas e flavondides fazem desta espécie uma matéria-prima promissora para a



elaboracao de diversos produtos tais como fitoterapicos, cosméticos e alimentos
funcionais. Para isso, torna-se necessario o estabelecimento de critérios de
qualidade para a matéria-prima ou o desenvolvimento de produto padronizado, com
caracteristicas fisicas, quimicas, fisico-quimicas e tecnolégicas definidas, que possa

servir de base para a obtenc¢ao de produtos derivados.

No que se refere a atividade bioldgica, extratos de llex paraguariensis tém
demonstrado atividade antioxidante in vitro, com correlacdo entre esta atividade e a
presenga de constituintes polifendlicos, sugerindo que os derivados cafeoilquinicos e
os flavondides (como rutina, quercetina e canferol) sejam os responsaveis pelas
propriedades antioxidantes e/ou sequestradoras de radicais livres evidenciadas
(SCHINELLA et al., 2000, FILIP et al., 2000, CHANDRA e MEJIA, 2004; RAMIREZ-
MARES et al., 2004). A importancia desta atividade esta relacionada com o potencial
da erva-mate, ou de produtos derivados, de protecao frente a lipoperoxidacao,
radicais livres e glicacdo envolvidos em varias doengas tais como diabetes e
aterosclerose (GUGLIUCCI e STAHL, 1995; FILIP et al., 2000; GUGLIUCCI e
MENINI, 2002).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral a preparagéo,
em escala semi-industrial, de extratos secos por spray-drying e fragdes polifendlicas
de llex paraguariensis e a avaliacdo da atividade antioxidante dos produtos obtidos.
Para sua apresentacao foi dividido em dois capitulos, de acordo com os assuntos

abordados:

Capitulo 1: llex paraguariensis: desenvolvimento e caracterizagao tecnolégica
de fragdes polifendlicas e produtos secos por spray-drying, em escala semi-

industrial;

Capitulo 2: Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, ex vivo e in vivo de

produtos secos por spray-drying e fragdes polifendlicas de llex paraguariensis.



A Figura 1 apresenta um esquema geral das etapas experimentais
empregadas na preparagao e avaliagao biolégica dos produtos secos por spray-

drying e fragdes polifendlicas llex paraguariensis investigados no presente trabalho.

Folhas e talos de Ilex paraguariensis

Estabilizagao e secagem
Moagem e caracterizagéo

Matéria-prima vegetal (MPVI)

Decocgao

Solugao extrativa (SEI)

Avaliagéo tecnoldgica

Secagem
l Spray-drying l Liofilizagao
Fracionamento
Extrato seco Extrato seco liofilizado (ESLI) | Fragdes polifendlicas (FPI)
PSI-A, PSI-B, PSI-C, PSI-D
Caracterizagao tecnologica
Atividade antioxidante in vitro e ex vivo
Selegao Extrato seco
Produgao em Spray-drying Niro Atomizer
Lo L. Extrato seco nebulizado L . o
Caracterizagao tecnolégica <—— PSI ——> Atividade antioxidante in vivo

Figura 1. Esquema geral das etapas de producdo e avaliagdo tecnoldgica e
farmacologica de produtos de llex paraguariensis.






CAPITULO 1

llex paraguariensis: desenvolvimento e caracterizagao tecnolégica
de fragoes polifendlicas e produtos secos por spray-drying, em

escala semi-industrial.







1. INTRODUGAO

llex paraguariensis A. St Hil. é uma espécie do género llex, nativa
principalmente de regides subtropicais e temperadas da América do Sul, onde é
popularmente conhecida como erva-mate. O género llex possui cerca de 705
espécies (GILBERT, 1995), sendo llex paraguariensis a espécie que apresenta
a maior importancia do ponto de vista econémico e cultural, devido ao habito

cultural do preparo de bebidas, denominadas chimarréo e tereré.

A literatura relata para llex paraguariensis a presenca de diversos
metabdlitos como metilxantinas (FILIP et al., 1998), saponinas (GOSMANN et
al., 1989; 1995; KRAEMER, et al., 1996) e polifenois (RICCO et al., 1991; FILIP
et al., 2001). Os estudos in vitro realizados, até o presente momento, apontam
para o importante papel dos polifendis nas atividades antioxidante e scavenger
de radicais livres demonstradas para esta espécie (FILIP et al., 2000; RAMIREZ-
MARES, 2004). Neste sentido a obtengdo de uma fracdo enriquecida em polifendis

ou de produto seco padronizado em polifendis, parece ser uma estratégia relevante.

Por outro lado, o grande numero de vantagens apresentadas por extratos
secos (produtos secos), comparativamente a extratos liquidos, tais como facil
manipulacado, maior estabilidade quimica e microbioldgica, homogeneidade de
distribuicdo de constituintes e possibilidade de padronizagdo (LIST e SCHIMIDT,
1989), evidenciam o potencial de utilizagdo de produtos secos derivados de llex
paraguariensis na industria Agroalimentar, Farmacéutica ou Cosmética.
Atualmente, a erva-mate para chimarrdo e tereré e o cha mate ou mate soluvel
sao os alguns produtos comerciais derivados de llex paraguariensis, atendendo

apenas consumidores das regides Sul e Centro-Oeste.

A caréncia de produtos padronizados e de métodos que levem a
certificacdo de qualidade dos produtos a base de llex paraguariensis tem sido

um obstaculo para a ampliagdo do mercado.

Os estudos tecnoldgicos realizados, até o presente momento, no sentido

do desenvolvimento e caracterizagdo de produtos secos por spray-drying de llex
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paraguariensis demonstram sua viabilidade de obtencdo (CAMPOS, 1996;
GNOATTO, 2002), em escala laboratorial.

A quantificacdo dos marcadores quimicos potencialmente ativos tem como
finalidade avaliar a influéncia da operagdo de secagem e do uso de adjuvantes
sobre os constituintes presentes na solugédo extrativa inicial. No que se refere a
quantificacdo de polifendis em llex paraguariensis a literatura menciona diversos
trabalhos (RICCO et al., 1991; CARINI et al.,1998, FILIP et al., 2001, BRAVO et al.,
2007) mas ainda € escassa, principalmente no que se refere a validagdo de método
analitico para avaliagdo e controle de qualidade tanto na matéria-prima vegetal

quanto em preparagdes derivadas.

Sendo assim, o Capitulo 1 do presente trabalho tem por objetivo geral o
desenvolvimento e caracterizagdo tecnoldgica de produtos secos por spray-drying
em escala semi-industrial e de fracbes polifendlicas, todos estes obtidos a partir de

solucao extrativa aquosa de llex paraguariensis.
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2. OBJETIVOS

1. Validar o método de doseamento de polifendis por CLAE, através da
analise da linearidade de resposta, precisao (repetibilidade e precisédo intermediaria),
e exatiddo do método (teste de recuperagado), aplicado a analise de solugao

extrativa, obtida a partir das folhas e talos de llex paraguariensis;

2. Desenvolver um método de separacao de fragdes polifendlicas mediante

emprego de resina adsorvente;

3. Preparar e caracterizar produtos secos por spray-drying, a partir da solugao

extrativa de llex paraguariensis, em escala semi-industrial;

4. Validar o método para a analise quantitativa de compostos polifendlicos
presentes nos produtos secos por spray-drying, preparados a partir da solugao

extrativa de llex paraguariensis;

5. Avaliar a estabilidade dos produtos secos frente a luz ultravioleta.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Aspectos botanicos

A familia Aquifoliaceae compreende os géneros llex, Phelline e
Nemopanthus (EDWIN e REITZ, 1967), sendo o primeiro o de maior importancia
econbmica. Este género apresenta cerca de 705 espécies relatadas e
distribuidas em todo o mundo, principalmente na América do Sul e na Asia. No
Brasil, estima-se a ocorréncia de 68 espécies sendo que, para o Rio Grande do

Sul sdo descritas oito espécies nativas (GILBERT, 1995).

A erva-mate é conhecida, também, como mate, cha-mate, cha-do-
Paraguai, cha-argentino, cha-do-Brasil, congonha, congonha-das-missoes,

congonheira, erva, mate-legitimo e mate-verdadeiro (CORREA, 1969).

Apresenta-se como arvore perene didica, alcancando cerca de 15 metros
de altura e 40 centimetros de didametro de tronco. Apresenta folhas alternadas,
simples, inteiras, do tipo coriaceo ou subcoriaceo, com bordos dentados e
pouco profundos (SCHULTZ, 1985). O periodo de floragdo ocorre de setembro a
dezembro. Suas flores sdo brancas, pequenas, em inflorescéncia em pequenos

fasciculos com até cinco flores, dispostas na axila das folhas superiores.

A frutificagdo ocorre no periodo de dezembro a margo. O fruto € uma
baga-drupa globular, em geral com quatro sementes, medindo de 6 a 8
milimetros, de cor verde, quando novo, passando a vermelho arroxeado e

violaceo quando maduro (REITZ et al., 1983).

3.2. Aspectos fitoquimicos e analiticos

Dentre os principais compostos estudados e isolados destacaram-se,
inicialmente, as xantinas, devido a facilidade de isolamento por técnicas de

cristalizagcao e possibilidade de quantificacao gravimétrica (TAKETA, 1997).

Dentre as metilxantinas, a presenca de cafeina foi identificada em 1943,
por STENHOUSE e LLOYD BULLOCK. A partir dai, muitas analises tém sido
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realizadas tanto em produtos comerciais como nas folhas de llex
paraguariensis, verificando a sua presenca sob aspectos qualitativos e
quantitativos. Segundo MAZZAFERA (1994) e FILIP e colaboradores (1998) os
teores de cafeina em folhas de llex paraguariensis variam de 0,16 em folhas
velhas a 1,4 % em folhas jovens. Também tem sido relatada a presenga de
teobromina em teores de 0,03 a 0,6 % (SIESTO, 1959; GARCIA PAULA, 1962;
BALTASSAT et al., 1984). A ocorréncia de teofilina é controversa; baixos teores
foram relatados por MAZZAFERA (1994), porém, outros pesquisadores nao
detectaram a presenga desta metilxantina (FILIP et al., 1998; REGINATTO et
al., 1999; COELHO, 2002). Mais recentemente, GNOATTO e colaboradores
(2007) reportaram estudo comparativo entre diversos métodos empregados,
verificando que as diferengas anteriormente relatadas entre os teores de cafeina
e teobromina podem, também, estar relacionadas com os métodos de extragao

empregados.

Com relagdo a pesquisa de saponinas no género llex, diversos trabalhos
foram desenvolvidos no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFRGS objetivando caracterizar quimicamente espécies de
llex de ocorréncia regional com vistas ao desenvolvimento de métodos de
identificagcdo que permitam diferenciar as espécies. Até o momento foram
isoladas e identificadas das folhas de llex paraguariensis saponinas
triterpénicas pentaciclicas denominadas matessaponinas 1, 2, 3, 4 e 5
(GOSMANN et al., 1989; KRAEMER et al.,, 1996) e J1a/b, J2a/b e J3a/b
(MONTANHA, 1990; SCHENKEL et al., 1996). Destas, somente as quatro
ultimas saponinas s&o monodesmosidicas e acidas; as demais séo
bidesmosidicas e neutras. As agliconas destas saponinas sao o acido ursdlico

ou o acido oleandlico e os acgucares sao a glicose, arabinose e/ou ramnose.

SANTAMOUR JR. (1973) identificou nos frutos as antocianinas cianidina-
3-O-xilosilglicosideo e cinanidina 3-O-glicosideo. As mesmas antocianinas
foram isoladas de folhas adultas de arvores jovens de erva-mate (RICCO et al.,
1991).

No que se refere aos polifendis, GARCIA PAULA e BROOKS (1953)

isolaram duas substancias fendlicas das folhas de llex paraguariensis por
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cromatografia em papel: o acido clorogénico (acido 3-cafeoilquinico) e o
resinotanol, um produto resultante da oxidacao parcial e condensacao do acido
clorogénico. Em 1956, ROBERTS separou trés substancias por cromatografia
em papel do extrato de Illex paraguariensis: os 4acidos clorogénico,
neoclorogénico (acido 5-cafeoilquinico) e isoclorogénico. Quanto aos
flavonoides, foram detectados nas folhas quercetina-3-O-rutinosideo (rutina)
(RICCO et al., 1991), quercetina-3-O-rutinosideo glicosideo (isoquercetrina),
canferol-3-O-glicosideo, canferol-3-O-rutinosideo (OHEM e HOLZL, 1988) e
quercetina livre (RICCO et al., 1991).

CARINI e colaboradores (1998) identificaram dez constituintes
polifendlicos em llex paraguariensis por CLAE/MS entre eles os acidos
cafeoilquinico, clorogénico, cripto-clorogénico, rutina e um derivado da luteolina.
Os mesmos compostos foram identificados pelo método analitico de
quantificacdo de polifendis por CLAE MS/MS desenvolvido, recentemente, por
BRAVO e colaboradores (2007).

Em estudo realizado FILIP e colaboradores (2001), em oito espécies do
género llex, foram identificados e quantificados os teores dos flavondides
canferol, quercetina e rutina, bem como dos derivados cafeoilquinicos (acidos
caféico, clorogénico, 3-4-dicafeoilquinico, 3-5-dicafeoilquinico e 4-5-
dicafeoilquinico). Os autores relataram teores de derivados cafeoilquinicos e

flavondides significativamente superiores em llex paraguariensis.

3.3. Aspectos tecnologicos

A transformacdo de solucdes extrativas em produtos secos vem sendo
amplamente realizada no desenvolvimento tecnologico de produtos derivados de
plantas. Os objetivos desta operacdo tém sido especialmente a obtencédo de
produtos com maior concentracdo de constituintes quimicos e com melhores
caracteristicas tecnoldgicas. Os produtos secos tém apresentado vantagens
relacionadas com a homogeneidade de distribuicdo dos constituintes da preparacao,
estabilidade, facilidade de pesagem e manuseio, bem como sua utilizagdo como

produto intermediario na obtengao de produtos farmacéuticos derivados, alimentos
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funcionais ou cosméticos. Entre as técnicas de secagem empregadas encontra-se a
secagem por spray-drying (LIST e SCHMIDT, 1989; GAUDY, 1991).

Esta técnica baseia-se na secagem de solugdes e suspensdes por divisao
destes em finas goticulas, no interior de uma torre de secagem provida de ar quente
circulante (MASTERS, 1976; BASSANI, 1990; SENNA, 1993). A grande utilizagao da
secagem por spray-drying deve-se as vantagens de baixos riscos de degradagéo
quimica durante a operacao, devido ao curto tempo de contato do liquido disperso
com a fonte de calor; a versatilidade na obtencao de pds, granulos ou aglomerados
e o elevado rendimento por tempo de produgdo. Consiste numa técnica de baixo
custo, quando comparada a outras técnicas que empregam calor (MASTERS, 1976;
LIST e SCHMIDT, 1989).

A necessidade de utilizar adjuvantes de secagem foi colocada em evidéncia
por diversos autores, tanto como fator critico no rendimento do processo, como na
padronizagao da qualidade e manutencdo da estabilidade de produtos secos por
spray-drying. Entre os adjuvantes ja testados estdo o dioxido de silicio coloidal, a
celulose microscristalina, a goma arabica, o fosfato tricalcico e maltodextrina
(JACOB et al.,, 1976; SOERTANO, 1980; CASADEBAIG, 1987; BASSANI, 1990;
GAUDY et al., 1991, PUECH, 1991). Estudos realizados sobre o emprego de
adjuvantes de secagem tém demonstrado uma melhora nas propriedades fisico-
quimicas, bem como proporciona um aumento no rendimento da operagao, além de
contribuir, positivamente, para a reconstituicdo em agua do produto e para a
estabilidade frente a umidade (GAUDY, 1987; PUECH, 1991; MOURA et al., 1996).

O desenvolvimento de produtos secos por spray-drying vem sendo estudado
no Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS,
destacando-se entre as espécies vegetais estudadas Achyrocline satureoides
(BASSANI, 1990; SENNA, 1993, TEIXEIRA, 1996, DE PAULA, 1997; DE SOUZA,
2002; DA SILVA, 2003); Passiflora edulis (DE SOUZA, 1997); Maytenus ilicifolia
(CARVALHO, 1997; MARTINS, 1998; DE SOUZA, 1999); Phyllanthus niruri
(SOARES, 1997; COUTO, 2000), Cecropia glazioi (HEBERLE, 2000) e llex
paraguariensis (CAMPOS, 1996; GNOATTO, 2002).



16

CAMPOS (1996) avaliou a influéncia dos processos de secagem por sapeco e
ao ar livre de llex paraguariensis sobre as caracteristicas de produtos secos por
spray-drying em escala laboratorial. A autora observou que os produtos preparados
a partir da erva-mate sapecada (ESA-A) e seca ao ar (ESE-A) apresentaram
caracteristicas fisicas e organolépticas semelhantes, diferenciando-se, no entanto,
quanto ao teor dos marcadores quimicos do vegetal. A erva-mate sapecada
apresentou um conteudo menor de cafeina e teobromina nas folhas secas, solugoes
extrativas e produto seco final em relagdo ao material seco ao ar livre. No entanto,
os teores de extrativos, flavondides e polifendis da erva-mate sapecada foram
superiores aos encontrados na erva-mate seca ao ar. Ainda, o mesmo trabalho,
avaliou a viabilidade tecnolégica de formulagdes obtidas com e sem adjuvante de
secagem (dioxido de silicio coloidal), observando que a formulagdo sem adjuvante
originou um produto com caracteristicas tecnolégicas pouco satisfatérias e elevada
higroscopia. A adigao de didéxido de silicio coloidal mostrou-se necessaria para a
obtencdo de produtos secos com teor de umidade residual e estabilidade fisica

frente a atmosfera umida satisfatorios.

GNOATTO (2002) preparou dois produtos secos por nebulizacdo em escala
laboratorial a partir de extrato aquoso: um empregando apenas Aerosil®200 (ESN1)
e outro utilizando Aerosil®200 e Avicel®pH101 (ESN2) como adjuvantes. Ambos os
extratos foram caracterizados tecnologicamente e quantificados quanto aos
rendimentos de metilxantinas e saponinas. A caracterizagao tecnolégica demonstrou
que o ESN1 apresentou rendimento bruto superior e teor de umidade inferior ao
ESN2, este ultimo, no entanto, apresentou melhores caracteristicas de fluxo. Nao
houve diferenga significativa nos teores de metilxantinas e saponinas entre os dois

extratos.
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4. MATERIAIS EMPREGADOS

4.1. Equipamentos e acessoérios

Balanga analitica PM 200 (Mettler); agitador magnético Fisatom 725 A;
balanca analitica Sartorius 2402; banho de agua Biomatic modelo 869; bomba e
sistema de vacuo LiChrolut (Merck); - cAmara de fotoestabilidade espelhada (1 x
0,17 x 0,17 m) com lampada em 254nm PRS416PH Helfont 127V/40W/60HZ;
camara de fotoestabilidade espelhada (1 x 0,17 x 0,17 m) com lampada em
352nm RE130 RCG 127V/33W/60HZ; coluna de ago inoxidavel Shimadzu (CLC-
ODS (M)) RP-18, 5 um (250 mm x 4mm d.i.); Cromatografo liquido Shimadzu
(LC-10 AD) equipado com controlador de gradiente (FCV-10 AL), injetor
automatico (SIL-10 A) e detector de UV/VIS (SPD-10 A) controlado por software
(CLASS LC-10); espectrofotdmetro Hewlett Packard HP; estufa de ar circulante
Heraeus RVT 360; evaporador rotatério Blchi R 114; liofilizador Edwards
Modulyo 4K; manta aquecedora termostatizada Fisatom 402; membrana para
filtracdo de fluoreto de polivinilideno Millipore-GVHP-0,45um; membrana para
filtracdo de fluoreto de polivinilideno Millipore—HVHP-0,5um; microscopio
eletrénico de varredura Jeol modelo JSM 5800; microscopio 6ptico Jena; moinho
de facas Retsch SKI, com abertura de malha de saida de 1 mm; potencidmetro
pH-metro B374 Micronal; pré-coluna com fase estacionaria Lichrosorb RP-18 ,10
um; prensa hidraulica manual Hafico, capacidade 5 L; purificador de agua Milli-
Q Plus Millipore; tanques e filtro-prensa; torre de secagem por aspersao NIRO —

Production Minor.

4.2. Solventes, reagentes e solugoes

Todos os reagentes utilizados, a n&o ser os que constam com
especificagao contraria, apresentaram grau de pureza pré-analise (p.a).
Acetato de etila; acido acético glacial; agua destilada; agua ultrapura;

alcool etilico; metanol (HPLC).
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4.3. Adjuvantes farmacéuticos
Celulose microcristalina - Avicel®
Dioxido de silicio coloidal - Aerosil® 200

Maltodextrina - Glucidex®.

4.4, Substancias de referéncia

Acido caféico (Merck); Acido clorogénico (Sigma); Rutina (Sigma).
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5. METODOLOGIA
5.1. Preparacgao e caracterizagcao da matéria-prima vegetal
5.1.1. Coleta e Identificacao botanica.

A matéria-prima vegetal, composta de folhas e talos de llex
paraguariensis estabilizadas por sapeco, foi coletada na empresa ervateira Fino
Mate, em Mato Leitdo — RS durante o periodo de safra (julho de 2004). O
material vegetal foi identificado botanicamente pela Profa. Dr. Lilian Auler Mentz
sendo, posteriormente, depositado um espécime no Herbario do Departamento
de Botéanica do Instituto de Biociéncias da UFRGS (ICN 133726).

O material vegetal coletado foi separado manualmente e, apds a selecao,
determinada a perda por dessecagdo de uma amostra. O material foi, entao,
submetido a secagem em estufa com ar circulante em temperatura de 45 + 2 °C
até um teor de perda por dessecacgao entre 10 a 12 %. Apds a secagem, o
material foi cominuido em moinho de facas e acondicionado, ao abrigo da luz,

em recipiente fechado.

5.1.2. Determinac&o da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1988)

Amostras de 300,0 mg de droga vegetal moida foram exatamente
pesadas, em pesa-filtros tarados, e colocadas em estufa, por 2 horas, em
temperatura de 105 + 2 °C. Apos resfriamento em dessecador os pesa-filtros
foram pesados e recolocados em estufa por mais 30 minutos. Este
procedimento foi repetido até as amostras alcangcarem peso constante. Os
resultados foram expressos em perda de massa percentual, pela média de trés

determinacgdes.

5.1.3. Determinacao do teor de extrativos (DEUTSCHES, 1986)

Uma amostra de cerca de 1,0 g, exatamente pesado, da matéria-prima

vegetal, foi submetido a extragdo com 100,0 ml de agua, por decocgéo, durante 10
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min. Apds resfriamento, o volume foi reconstituido e a mistura filtrada, desprezando-
se os primeiros 20,0 ml do filtrado. Cerca de 20,0 g, exatamente pesados, do filtrado
foram colocados em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporado a secura em
banho de agua, com agitacdo ocasional. Apds evaporagao, o pesa-filtro contendo a
amostra foi levado a estufa por duas horas a 105 °C, resfriado em dessecador e
pesado. A amostra foi recolocada em estufa por 30 minutos, repetindo-se o processo
até peso constante. O resultado foi expresso pela média de trés determinacgdes,

segundo a equagao 1.

gx500
m

TE =

(1)

Onde: TE = teor de extrativos (%, m/m); g = massa (g) do residuo seco; m =

massa (g) da amostra inicial, considerando o teor de umidade.

5.1.4 Analise granulométrica por tamisacao (VOIGT, 2005)

Cerca de 100 g, exatamente pesados, da matéria-prima vegetal
cominuida foram submetidos a passagem através de tamises, previamente
tarados, com abertura de malha de 0,800; 0,600; 0,355; 0,250; 0,105 e 0,062
mm. A tamisacgao foi realizada a 60 vibragbdes por segundo durante 15 minutos.
As fracdes retidas nos tamises e coletor foram pesadas. Os dados foram
analisados por método grafico, construindo-se curvas de retencdo e passagem,
e histograma de distribuicdo, determinando-se o diametro médio de particulas e
amplitude granulométrica do p6. Os resultados foram expressos pela média de

trés determinacoes.

5.2. Preparagao e caracterizagao da solugao extrativa (SEI)
5.2.1. Preparacgao da solugao extrativa

A solucao extrativa aquosa, denominada SElI, foi obtida por decoccao da
matéria-prima vegetal seca e moida, por 10 minutos, numa relagéo

droga:solvente de 1,5:10 (m/v). Foram utilizados cerca de 750g de matéria-
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prima vegetal. A solugao foi filtrada e o marco prensado. Apds resfriamento até

temperatura ambiente, o volume foi reconstituido até a proporgéo inicial.

5.2.2. Determinagao do residuo seco (DEUTSCHES, 1986)

Uma amostra de 20,0 g de solugao extrativa foi exatamente pesada em
pesa-filtro tarado e evaporada, até secura, em banho de agua, sob agitacéo
ocasional. O pesa-filtro foi colocado em estufa por 2 horas, em temperatura de
aproximadamente 105 + 2 °C, resfriado em dessecador e pesado. O resultado
foi expresso em relagdo a 100 g da solugao extrativa, pela média de seis

determinacdes.

5.2.3. Determinacdo do pH (FARMACOPEIA, 1988)

A determinacdo do pH de uma amostra de 10,0 ml de solugéo extrativa foi
realizada em potencidbmetro calibrado com solugdes tampdo pH 4,0 e 7,0. O

resultado foi expresso pela média de cinco determinacoes.

5.2.4. Determinagdo da densidade (FARMACOPEIA, 1988)

A densidade da solucdo extrativa foi determinada com auxilio de
picndmetro, a 25 °C. Os resultados foram expressos em g/ml e corresponderam

a média de trés determinacdes.
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5.3. Validagao de metodologia analitica para doseamento dos constituintes

polifendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
5.3.1. Equipamentos

Cromatdgrafo liquido Shimadzu (LC-10 AD) equipado com controlador de
gradiente (FCV-10 AL), injetor automatico (SIL-10 A) e detector de UV/VIS (SPD-10
A) controlado por software (CLASS LC-10). Para avaliar a pureza e identidade dos
picos foi empregado, adicionalmente, um detector de arraste de diodo Waters
Millenium (Milford, MA, USA). Depois de analisadas por CLAE, as amostras foram
analisadas por ESI-MS e MS/MS em um espectrometro de massas Varian 1200
(WAInut Creek, CA, USA), equipado com triplo quadrupolo, do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal de Goias. Cerca de 20 ul de cada
amostra foi inserida via injetor em fluxo de 0,5 ml/min, utilizando-se como solvente
MeOH/H,O 50 % (v/v). O gas de nebulizagdo e dessolvatagdo foi N,. Os
experimentos de MS/MS foram feitos utilizando-se como gas de colisdo argbnio. A
energia 6tima de colisdo utilizada foi de 10 e 30 eV. Todas as amostras foram

injetadas em triplicata.

5.3.2. Condigbes cromatograficas

As condigdes cromatograficas desenvolvidas foram: pré-coluna como fase
estacionaria Lichrosorb RP-18 10 um e coluna Shimadzu CLC-ODS (M) RP-18, (5
um, 250 mm x 4 mm) detecgdo em ultravioleta (A= 340 nm com sensibilidade de 0,05

AUFS) e inje¢ao de 20 ul de amostra.

Como sistema de eluicado foi empregado gradiente linear constituido de: (A)
acido acético 2 % (v/v); (B) metanol: 4gua 85 % (m/m). As analises foram realizadas
empregando fluxo de eluigdo de 0,7 ml/min, seguindo o regime de eluicdo descrito

na tabela 1.1.
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Tabela 1.1 Descricao do gradiente de eluigdo em fungao do tempo.

Tempo (min) A (%) B (%)
0,00 69 31
10,0 69 31
25,0 44 56
33,0 44 56
45,0 23 77
50,0 44 56
55,0 69 31

A: &cido acético 2 % (v/v); B: metanol: agua 85 % (m/m)

5.3.3. Validagao do método analitico

A validagédo analitica foi realizada considerando como fonte de variagdo da

amostra, a matéria-prima vegetal, o analista e o dia de realizagdo da analise.

A validagao analitica consistiu de avaliagao de linearidade, exatidao, preciséo
(repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez, determinagdo dos limites de
deteccédo e quantificagao (ICH, 2005; SWARTZ e KRULL, 1998).

5.3.3.1. Curva padréo

Para obtencdo das curvas padrdo de acido clorogénico e rutina foram
preparadas solu¢gées metandlicas 50 % (v/v) nas concentragdes de 2,0; 4,0; 6,0 8,0
e 10,0 pg/ml. As solugdes foram filtradas em filtro de membrana de polivinilideno de
0,45 um de didmetro de poro. Os resultados foram expressos pela area média dos
picos obtidos em trés injecbes. Este procedimento foi repetido em trés dias

consecutivos.
5.3.3.2. Curva de calibracdo da solucao extrativa de llex paraguariensis (SEI)

Uma aliquota de 5,0 mL da SEI foi diluida a 50,0 ml com agua, constituindo
a solugdo-mae (SM). Desta SM, uma aliquota de 5,0 ml foi diluida a 25,0 ml com

metanol:agua (50:50 v/v) . A partir desta solugao, aliquotas de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 € 5,0
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ml foram diluidas em baldes de 10,0 ml com metanol:agua (50:50 v/v). Os resultados
foram expressos pela area média dos picos obtidos em trés injecdes. Este

procedimento foi repetido em trés dias consecutivos.

As curvas de calibragao obtidas foram submetidas a analise por regressao
linear e os resultados expressos pelo coeficiente de regressao, limites de confianga

no ponto de intersegéo e pelo coeficiente de inclinagdo da reta.
5.3.3.3. Repetibilidade

Foi realizada para a solucéo extrativa mediante analise de nove diluicbes de
mesma concentracdo, correspondente ao ponto central da curva de calibracdo da
solugdo extrativa. Os resultados foram expressos como desvio padrao relativo

percentual.
5.3.3.4. Precisao intermediaria

Foi verificada através da analise de uma concentragao escolhida a partir da
curva de calibragao da solugao extrativa, sendo analisada em trés dias deferentes,
em triplicata, sendo os resultados expressos como coeficiente de variagao

percentual.
5.3.3.5. Limite de deteccéao

Foi calculado a partir da curva de calibragdo das substancias de referéncia

usando a equacao 2.

LD - d|><.3,3

(2)

Onde di = desvio padrao do coeficiente linear (intercepto); i = inclinagéo da

curva de calibragao.
5.3.3.6. Limite de quantificacao

Foi calculado a partir da curva de calibracdo das substancias de referéncia

usando a equacao 3.

_dix10
i

LQ (3)
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Onde di = desvio padrao do coeficiente linear (intercepto); i = inclinagcéo da

curva de calibragao.
5.3.3.7. Exatidao

A exatidao foi avaliada através da recuperagao do acido clorogénico e rutina
adicionados a solugcédo extrativa com concentragdo de 6,7 ug/ml. O ensaio foi
executado obedecendo a faixa de linearidade da metodologia, por meio de trés
niveis de concentragdes de acido clorogénico (67, 100 e 133 %) e rutina (50, 100 e
150 %), com trés repeticbes cada. A exatidao foi expressa pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentragao teorica

correspondente, de acordo com a equacao 4.

concentragao media experimental
concentracao tedrica

Exatidgo = x10 (4)

Os resultados foram analisados por ANOVA, considerando-se:
* variagao de tempo de retengao bruto dos picos (inferior a 5 %);

* variagao de area dos picos.

5.3.4. Identificagao dos picos

Os picos foram identificados considerando a correspondéncia dos tempos de
retencdo e o aumento das areas dos picos presentes na amostra, mediante adi¢cao
quantitativa de pequenas quantidades da substancia de referéncia a amostra. Para
avaliar a pureza e identidade dos picos foi empregado, adicionalmente, um detector

de arranjo de diodo.

5.3.5. Analise quantitativa

A analise quantitativa foi realizada mediante a utilizacgdo de um padrao

externo, utilizando-se a equacao da reta obtida para as substancias de referéncia
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para determinar a concentragao das substancias a quantificar presentes na amostra,

conforme a equacgéo 5.

onde: C = concentragdo da substancia na amostra (ug/ml); Am = absorvancia da

amostra; a = coeficiente linear; b = coeficiente angular.

As anadlises foram executadas ajustando-se, por diluicdo, o volume das
solugdes padrdo e amostras, a fim de se obter respostas do detector (areas)

semelhantes. O resultado foi expresso pela média de seis determinacdes.

5.4 Fracionamento e purificagao das fragoes polifendlicas presentes no extrato

seco liofilizado
5.4.1. Preparacao do extrato seco liofilizado (ESLI)

A solugéo extrativa, em volume de 1000 ml, foi transferida para frascos de

liofilizagdo, congelada e liofilizada nas condigdes descritas na tabela 1.2.

Tabela 1.2 Condigdes operacionais empregadas na liofilizacdo da solugao extrativa
aquosa de llex paraguariensis.

Parametro Valor
Temperatura (°C) -60
Pressao (mbar) 107
Tempo (horas) 96

Os frascos de liofilizagdo contendo as solug¢des extrativas ficaram ao abrigo
da luz durante todo o procedimento de congelamento e secagem. Os liofilizados
obtidos foram acondicionados em frascos ambar, armazenados em dessecador
recebendo a denominagao ESLI — extrato seco liofilizado obtido a partir da solugao

extrativa aquosa de llex paraguariensis.
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5.4.2 Caracterizacao do extrato seco liofilizado (ESLI)

5.4.2.1. Determinacg&o da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1988)
Conforme descrito no item 5.1.2.

5.4.2.2. Rendimento do processo de liofilizacao

O rendimento foi calculado pela diferenga entre a massa teérica do residuo
seco da solucdo extrativa e a massa de ESLI obtida, considerando o teor de

umidade residual.

5.4.2.3. Determinagédo do pH (FARMACOPEIA, 1988)
Conforme descrito no item 5.2.3.

5.4.2.4. Andlise quantitativa por CLAE

Foi realizada empregando-se as condi¢gdes cromatograficas descritas no
item 5.3.2.

Uma amostra de 3,80 mg de ESLI foi dissolvida em metanol e o volume
completado a 20,0 ml, em baldo volumétrico. Uma aliquota de 2,0 ml desta solugao
foi diluida em metanol:agua 50% (v/v) a 10,0 ml, obtendo-se concentragao final de
38,0 ug/ml. Uma aliquota desta solugao foi filtrada em membrana e injetada no
cromatégrafo. As injegdes foram realizadas em triplicata. As areas médias dos picos
foram comparadas as areas dos padrdes calculando-se a concentragdo dos

polifendis presentes utilizando-se a equagao da reta obtida para as substancias.

5.4.3. Preparacgao do extrato para fracionamento

Para o fracionamento do extrato foi empregada a metodologia descrita por
PAVEI (2004), para os frutos da planta, adaptada para o extrato seco por liofilizagao
obtido a partir da solugdo extrativa de folhas de llex paraguariensis (ESLI). A
metodologia esta descrita no relatorio descritivo que encontra-se em solicitacdo de
depdsito de patente no EITT/UFRGS.
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5.4.4. Caracterizacao das fracdes
5.4.4.1 Determinagéo do pH

Conforme descrito no item 5.2.3.
5.4.4.2. Avaliacdo macroscopica

Foi realizada por observacdo de cor e caracteristicas gerais das fracdes
durante a eluicdo da coluna e apds concentracao e liofilizagdo. As fracbes obtidas
foram denominada FA, FB e FF.

5.4.4.3. Andlise qualitativa por CLAE
Foi realizada empregando a metodologia validada no item 5.3.2.
5.4.4.3.1. Preparagcao das amostras

Cerca de 2,5 mg do extrato liofilizado de cada uma das fragdes obtidas
foram diluidos em baldo volumétrico de 10,0 ml com metanol 50% (v/v). As
solugdes resultantes foram filtradas através de membrana e injetadas em CLAE.

As injecdes foram realizadas em triplicata.

5.5. Producgao e caracterizagao dos produtos secos por spray-drying
5.5.1 Preparo das dispersdes a partir da solugao extrativa

Os adjuvantes tecnoldgicos foram incorporados a um volume final de 5 litros

de SEI e a mistura foi mantida sob agitagéo por 30 minutos.

Foram preparadas quatro formulagdes equipamento — Production Minor Spray
Dryer Plant, fabricado pela NIRO A/S, munido de atomizador rotatério, a partir da
solucao extrativa. A composigao percentual das formulagdes utilizadas na producéao
dos produtos secos de llex paraguariensis esta descrita na tabela 1.3, sendo os
produtos obtidos, codificados como PSI-A, PSI-B, PSI-C e PSI-D.



29

Tabela 1.3 Composi¢ao percentual dos produtos secos de llex paraguariensis (PSlI).

Composicao PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D
RS 70 % 70 % 70 % 70%
Aerosil © 30 % 15 % - 15%
Avicel © 15 %
Glucidex® - 15% 30 %

Aerosil’: diéxido de silicio coloidal

Avicel®: celulose microcristalina

Glucidex®: maltodextrina

RS* = concentracao percentual de residuo seco (m/m) do vegetal no produto seco final.

As condi¢cbes de secagem empregadas na produg¢ao dos produtos secos por
aspersao foram: bomba de alimentacdo: 143,0 ml/min; velocidade do aspersor:
10900 rpm; temperatura de entrada: 177 + 1 °C; temperatura de saida: 99,3 + 1 °C;
diferenga de pressao (Ap): 125.

A SEI foi mantida sob agitacdo constante durante toda a operacéo de
secagem, a fim de garantir homogeneidade ao produto final. Os PSI foram

acondicionados frascos de polietileno opacos e armazenados em dessecador.

5.5.2. Caracterizacao dos produtos PSI-A, PSI-B, PSI-C e PSI-D
5.5.2.1. Determinacg&o da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1988)

Determinada por gravimetria de acordo com a metodologia descrita no item
5.1.2.

5.5.2.2. Avaliacéo do rendimento da operacao de secagem

Foi determinado por meio da diferenga entre a massa teérica e a massa do

PSI obtida, considerando o teor de umidade residual.
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5.5.2.3. Andlise granulométrica

Realizado pela medida do diametro de Feret, no minimo, 500 particulas, em
microscopio optico com ocular provida de ndnio com 10 vezes de aumento e objetiva
de 40 vezes. O nénio contém a escala de 1 mm que apresenta 100 divisdes, onde
cada divisdo do ndnio corresponde a 3,4 um. A lamina foi preparada com uma
pequena quantidade de po6 disperso a seco. O didmetro médio e o desvio padrao
das das particulas foram determinados graficamente (EWLLS, 1988; LIEBERMAN et
al., 1989; LANTZ, 1989). Os resultados foram obtidos a partir das curvas de

distribuicdo granulométrica em fungéo da frequéncia acumulada percentual.

Os valores de didmetro médio e do desvio padrdo granulométrico foram

calculados de forma aritmética por meio das equacdes 6 e 7.

;:M(G) S = MW)
n V (n-1)

onde: x = média; s = desvio padrdo; n = ndmero de particulas; x, = valor do

diametro da particula; Z”xi = somatério dos valores do didametro da particula;

Z."(x?) = somatorio do quadrado do didmetro das particulas.

5.5.2.4. Avaliacédo do angulo de repouso (PARTHIRANA e GUPTA, 1976)

Foi determinado através do escoamento dindmico utilizando equipamento
dotado de médulo de descarga automatica modificado por GUTERRES (1990). O
aparelho consiste de um cilindro movel, ajustado a uma base fixa, acoplado a um
motor que, quando acionado, separa o cilindro da base pela ascensdo do mesmo.
Uma superficie vertical dotada de planilha foi utilizada para registro das sombras
obtidas apds a elevagao do cilindro contendo as amostras. As medidas foram feitas
diretamente no registro das sombras projetadas nas planilhas e o angulo de repouso
(o) foi calculado através de sua tangente, conforme a equagao 8. Os resultados

expressam a media de trés determinacgoes, utilizando-se 30,0 ml de amostra.
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(8)
tgo=—
r

onde: o = angulo de repouso (°) e tg o = quociente entre os catetos oposto (h) e

adjacente (r)do triangulo.

5.5.2.5. Determinacao das densidades brutas e de compactacao, fator de Hausner,
indice de compressibilidade e de densificacdo (VOIGT, 2005; GUYOT et al., 1995;
PECK et al., 1989)

As determinagdes das densidades brutas e de compactagao foram realizadas
em volumetro de compactagédo, onde o pod, exatamente pesado, foi vertido numa
proveta e submetido a 10, 500 e 1250 quedas sequienciais (DIN 5394). O ensaio foi
continuado em sequéncias de 1250 quedas até que a diferenca entre duas leituras
subsequentes fosse inferior ou igual a 1,0 mL, sendo este considerado como volume
de compactacdo. A partir dos dados obtidos neste ensaio foram calculados o fator
de Hausner, indices de compressibilidade e de densificagdo, segundo as equacgdes

9, 10 e 11, respectivamente.

_dc (9) IC:db—dc

FH=—"
db dc

100 (10) ID =V,, — Ve, (11)

onde: FH = fator de Hausner; db = densidade bruta (g/ml); dc = densidade de
compactacao (g/ml); IC = indice de compressibilidade; ID = indice de densificagao;

V10 = volume do po6 apods 10 quedas; Vsoo = volume do pod, apds 500 quedas.
5.5.2.6. Andlise das particulas por microscopia eletrénica de varredura

As amostras dos produtos secos foram previamente metalizadas em
metalizador Jeol Jee 4B (JVG-IN) utilizando-se um filtro de ouro em suporte de
metal. A analise foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS, em
microscopio eletrénico de varredura (JEOL-JSM 6060). A morfologia, a superficie e

homogeneidade de tamanho e forma das particulas foram observadas.
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5.6. Validagdo de método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para doseamento de constituintes polifendlicos presentes nos produtos secos

por spray-drying
5.6.1. Condi¢bes cromatograficas

As condi¢cbes cromatograficas empregadas foram idénticas as descritas

na se¢ao 5.3.2.

5.6.2. Validagado do método analitico
5.6.2.1. Curva-padrao

Para obtencdo das curvas padrdao de acido clorogénico e rutina foram
preparadas solugdes destas substancias de referéncia numa mistura metanol:agua
(1:1 v/v) nas concentragbes de 2,0; 4,0; 6,0 8,0 e 10,0 ug/ml. As solugdes foram
filtradas em filtro de membrana de polivinilideno de 0,45 um de didmetro de poro. Os
resultados foram expressos pela area média dos picos obtidos em trés injecdes.

Este procedimento foi repetido em trés dias consecutivos.
5.6.2.2. Curva de calibracdo do PSI-A

Uma amostra de 54,3 mg de PSI-A, exatamente pesada, foi dissolvida em
50,0 ml de agua destilada, agitando-se sob protecédo da luz por um periodo de 15
minutos. A partir desta solucdo, aliquotas de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 5,0 ml foram diluidas
em baldes de 10,0 ml com uma mistura metanol:agua (1:1 v/v). Os resultados foram
expressos pela area média dos picos obtidos em trés inje¢des. Este procedimento

foi repetido em trés dias consecutivos.

As curvas de calibragdo foram submetidas a analise por regressao linear e
os resultados expressos pelo coeficiente de regresséo, limites de confianga no ponto

de intersecéao e pelo coeficiente de inclinagao da reta.
5.6.2.3. Repetibilidade

Foi avaliada por meio da analise de nove diluicdes de mesma concentragao
de solugcdo de PSI-A, correspondente ao ponto central da curva de calibragdo. Os

resultados foram expressos como coeficiente de variagao percentual.
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5.6.2.4. Preciséao intermediaria

Foi verificada por meio da analise de uma concentracao escolhida a partir da
curva de calibracdo da solucdo de PSI-A, sendo analisada em trés dias diferentes,
em triplicata, sendo os resultados expressos como coeficiente de variagéao

percentual.
5.6.2.5. Limite de deteccgao

Foi calculado a partir da curva de calibragdo das substancias de referéncia

de acordo com a equacéo descrita no item 5.3.3.5.
5.6.2.6. Limite de quantificacédo

Foi calculado a partir da curva de calibragdo das substancias de referéncia

de acordo com a equacéao no item 5.3.3.6.
5.6.2.7. Exatidao

A exatidao foi avaliada a partir da recuperagao do acido clorogénico e rutina
adicionados a solugao com concentracdo de 6,7 ug/ml. O ensaio foi executado,
obedecendo a faixa de linearidade da metodologia, em trés niveis de concentragdes
(50, 100 e 150 %) das substancias de referéncia e amostra com trés repeticoes
cada. A exatidao foi expressa pela relagao entre a concentragdao média determinada
experimentalmente e a concentragao tedrica correspondente, de acordo com a

equacao descrita no item 5.3.3.7.
Os resultados foram analisados por ANOVA, considerando-se:
* variagao de tempo de retencdo bruto dos picos (inferior a 5 %);

* variacdo de area dos picos.

5.6.3. Identificagdo dos picos

Os picos foram identificados considerando-se a correspondéncia dos tempos
de retencdo e o aumento das areas dos picos presentes na amostra, mediante

adicdo quantitativa de pequenas quantidades da substancia de referéncia a amostra.
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5.6.4. Analise quantitativa

A analise quantitativa foi realizada mediante a utilizagdo de padrdes externos,
utilizando-se as equacdes das retas obtidas para determinar a concentragdo das

substancias na amostra, de acordo com a equagéao descrita no item 5.3.5.

As anadlises foram executadas ajustando-se, por diluicdo, o volume das
solugbes padrdo e amostras, a fim de se obter respostas do detector (areas)
semelhantes. O resultado foi expresso pela média de seis determinacgdes.

5.6.4.1. Condicbes cromatograficas

As condi¢gbes cromatograficas empregadas idénticas as descritas na

secdo 5.3.2.
5.6.4.2. Preparacgdo das amostras

Aliquotas de 54,3 mg de cada um dos produtos secos por spray-drying
(PSI-A, PSI-B, PSI-C e PSI-D) foram pesadas e dissolvidos em 50,0 ml de agua
destilada e mantidas sob agitacdo durante 15 minutos sob protecdo da luz,
constituindo a solugdo-mae (SM). Desta SM, 5,0 ml foram diluidos em baldes de
50,0 ml com agua destilada. A partir desta solugdo uma aliquota de 5,0 ml foi
diluida a 25,0 ml com uma mistura metanol:agua (1:1 v/v), constituindo a SA.
Para analise cromatografica, 2,0 ml desta solugédo foram diluidos a 10,0 ml com
0 mesmo solvente. As injegcdes foram realizadas em triplicata, para cada um dos

produtos secos por aspersio analisados.

5.7. Avaliagao da estabilidade frente a luz UV (254 nm e 352 nm)

Para analise da influéncia da luz sobre a estabilidade dos produtos secos por
spray-drying estes foram colocados em camara de fotoestabilidade PRS416PH
Helfont (254 nm e 352 nm), por um periodo de dois dias. Foram preparadas trés
amostras em vidro relégio aberto para cada dia de avaliagdo. Foram analisadas

amostras nos tempos de 0, 24 e 48 h.
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5.7.1. Caracteristicas sensoriais

As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas de cor, odor e

aparéncia do p6 apods exposi¢ao a camara.

5.7.2. Avaliacdo da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1988)

Determinada por gravimetria de acordo com a metodologia descrita no item
5.1.2.

5.7.3. Avaliacao dos polifendis por CLAE
5.7.3.1. Condi¢Bes cromatograficas.

As condi¢gbes cromatograficas empregadas foram idénticas as descritas

na se¢ao 5.3.2.
5.7.3.2. Preparacdo das amostras

Amostras de 21,7 mg de cada um dos produtos secos por spray-drying
(PSI-A, PSI-B, PSI-C e PSI-D) foram pesadas e dissolvidas, separadamente, em
20,0 ml de agua destilada e a mistura mantida, sob agitacdo, durante 15
minutos, sob prote¢cdo da luz, constituindo a solugdo-mae (SM). Para analise
cromatografica 2,0 ml desta solugcao foram diluidos a 10,0 ml com uma mistura
metanol:agua (1:1 v/v), constituindo a SA. As injecbes no cromatografo foram

realizadas em triplicata, para cada um dos produtos secos analisados.
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5.8 Producao e caracterizagao de produto seco por spray-drying para a

realizagao dos ensaios in vivo

ApOs a caracterizagao tecnoldgica e avaliagdo da atividade antioxidante in
vitro e ex vivo dos diferentes produtos secos por spray-drying, selecionou-se o
produto PSI-A como o mais promissor tanto quanto a atividade antioxidante como
quanto a viabilidade tecnolégica de produgdo em escala semi-industrial. Assim, para
os testes de atividade antioxidante in vivo, foram preparados 30 litros de solugao
extrativa, a qual, apds adicdo e mistura com Aerosil® 200, foi submetida a secagem
obedecendo as condigbes descritas no item 5.6.1. O produto obtido apés secagem

foi denominado PSI-A L02 sendo caracterizado tecnologicamente.
5.8.1. Caracterizacao do produtos PSI-A L02
5.8.1.1. Determinacgéo da perda por dessecacdo (FARMACOPEIA, 1988)

Determinada por gravimetria de acordo com a metodologia descrita no item
5.1.2.

5.8.1.2. Avaliacéo do rendimento da operacao de secagem

Foi determinado por meio da diferengca entre a massa tedrica e a massa do

PSI-A L02 obtida de acordo com a metodologia descrita no item 5.5.2.2.
5.8.1.3. Avaliacéo do angulo de repouso (PARTHIRANA e GUPTA, 1976)

Foi determinado através do escoamento dinamico utilizando equipamento
dotado de médulo de descarga automatica modificado por GUTERRES (1990) de

acordo com a metodologia descrita no item 5.5.2.4.

5.8.1.4. Determinacdo das densidades brutas e de compactacgéo, fator de Hausner,
indice de compressibilidade e de densificacdo (VOIGT, 2005; GUYOT et al., 1995;
PECK et al., 1989)

As determinagdes das densidades brutas e de compactacao foram realizadas

de acordo com a metodologia descrita no item 5.5.2.5.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Preparagdo e caracterizagdo da matéria-prima vegetal de llex

paraguariensis

A etapa preliminar de caracterizagdo da matéria-prima vegetal compreendeu
a identificacdo botanica do material fornecido pela Empresa Ervateira Fino Mate
(Mato Leitdo-RS). A qualidade da matéria-prima vegetal englobou, além da
identificacdo botanica, outros quesitos de analise visando a consténcia de sua

composicao quimica e consequentes efeitos bioldgicos.

A umidade residual de matérias-primas constitui-se num parametro importante
relacionado com a estabilidade quimica e microbioldégica das mesmas, uma vez que

a presencga de agua favorece a proliferagdo de microorganismos.

A perda por dessecacdo de matérias-primas contendo baixo conteudo de
substancias volateis tem sido empregada como parametro indicativo do teor de
umidade residual de drogas, apds a etapa de secagem, como € o caso de llex
paraguariensis.

Tabela 1.4. Caracteristicas da matéria-prima vegetal de llex paraguariensis, apos
secagem e moagem.

Perda por dessecagao (% m/m) Teor de extrativos (% m/m)
X (DPR %) X (DPR %)
9,72 (2,08) 25,67 (0,46)

X : valor médio; DPR (%): desvio padrao relativo percentual.

A matéria-prima vegetal apresentou, apos secagem em estufa e moagem, um
valor de perda por dessecagéao superior ao encontrado por CAMPOS (1996) de 6,95.
Admitindo-se que estes valores correspondem a umidade residual, encontram-se
dentro dos limites farmacopéicos maximos preconizados de 8 a 14 % (ZHI-CHEN,
1980).

Em estudo preliminar sobre a influéncia de parametros de extragao sobre as
principais caracteristicas quimicas e tecnolégicas das solugbes extrativas

resultantes, CAMPOS (1996) selecionou a decocgdo por 10 minutos como a
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condi¢cao de maior eficiéncia de extragado (medida pelo teor de extrativos). O teor de
extrativos apresentado pela matéria-prima vegetal empregada de 25, 7 % foi inferior
ao obtido por CAMPOS (1996), de 42,65. Tal fato pode estar relacionado as

variagbes inerentes a propria matéria-prima por proceder de época de coleta
diferente.

A analise granulométrica constitui um parametro auxiliar para determinagao
da eficiéncia do processo de extragcdo empregado. A moagem visa a aumentar a
superficie de contato da matéria-prima com o solvente, permitindo assim, maior
interacdo e maior dissolugao de substancias extrativeis (VOIGT, 2005). Na figura 1.1
visualiza-se o histograma de distribuicdo granulométrica da matéria-prima vegetal de

llex paraguariensis, moida em moinho de facas.
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Figura 1.1. Distribuigdo granulométrica da matéria-prima vegetal llex
paraguariensisis, folhas e talos.

Os dados de distribuicao granulométrica da matéria-prima demonstraram que
cerca de 27 % de todas as particulas apresentaram diametro entre 62 e 105 um,
seguida de 22 % com didmetro de particula entre 355 e 600 um. Os resultados

demonstram uma ampla faixa de distribuicdo granulométrica para a mesma.
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6.2. Preparacao e caracterizagao da solucao extrativa de llex paraguariensis
A solugdo extrativa (SEIl) foi preparada de acordo com a metodologia
desenvolvida por CAMPOS (1996) sendo, posteriormente, caracterizada e os

resultados comparados aos previamente descritos na literatura para solugdes
extrativas de llex paraguariensis (CAMPOS, 1992; GNOATTO, 2002).

Tabela 1.5. Caracteristicas da solugdo extrativa de llex paraguariensis.

Ensaio Resultado; X +s DPR (%)
Residuo seco (% m/m) (n=3) 3,78 + 0,02 0,46
pH (n=3) 5,67 + 0,01 0,10
Densidade relativa (n=3) 1,01 + 0,00 0,00

X = valor médio; s= desvio padréo; DPR (%)= desvio padrao relativo percentual.

O valor de residuo seco € um parametro que pode ser empregado como
medida para avaliacdo da eficiéncia de extracdo do solvente, sem avaliar,
geralmente, a extracao especifica de uma classe de substancias ou de substancias
isoladas. No caso da preparagédo de extratos secos, este parametro € empregado

também para o calculo das concentragdes de adjuvantes empregados na secagem.

O valor de residuo seco determinado para a SEI, de 3,8 % (m/m), foi menor
quando comparado ao encontrado por CAMPOS (1996) de 5,11% (m/m) e
semelhante ao descrito por GNOATTO (2002) de 3,66% (m/m). O valor de pH e
densidade encontrados para a SEI foram proximos aos obtidos por CAMPOS (1996)

de, respectivamente, 5,30 e 1,019.
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6.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
6.3.1 Identificagdo dos picos no cromatégrafo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tornou-se, nas ultimas
décadas, uma das metodologias analiticas mais amplamente empregadas na analise
quantitativa, visto a possibilidade de separar constituintes e simultaneamente
quantifica-los com rapidez, simplicidade e confiabilidade. A aplicagdo desta técnica
na quantificacdo de substédncias de origem natural reveste-se de especial
importancia na medida em que estas estdo inseridas em matrizes de grande

complexidade.

Para llex paraguariensis, foram descritos varios métodos de quantificagcao por
CLAE para compostos fenolicos (FILIP et al., 2001; CARINI et al., 1998; BRAVO et
al., 2007). No presente trabalho, foi desenvolvida e validada metodologia analitica
por CLAE visando ao doseamento de compostos polifendlicos presentes na solugao

extrativa e, numa segunda etapa, nos produtos secos derivados.

A figura 1.2 mostra os perfis cromatograficos a 340 nm, com o0s respectivos
espectros de UV com detector de arranjo de diodos (UV-DAD), obtidos para as
substancias de referéncia (figura 1.2a) e solugdo extrativa (figura 1.2b) de I.
paraguariensis. Oito picos foram identificados na solucdo extrativa, seis destes
(picos P1, P2, P3, P4, P5 e P6) apresentam espectros de UV tipicos de derivados
cafeoilquinicos, com bandas de absorcdo em que 0 Amax € de 328 nm. O pico P1
parece ser o constituinte majoritario na solugao extrativa. Devido a complexidade da
matriz e ao longo tempo de andlise requerido, optou-se pelo emprego de um sistema
de eluicdo em gradiente linear. A fase moével constituida de uma mistura
metanol:agua apresentou adequada resolugdo e separagcdo dos picos, permitindo,
assim, a quantificagdo das substancias de referéncia na matéria-prima vegetal em

um tempo inferior a 40 min.

A identificacdo destes compostos foi realizada empregando-se cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS-MS).
Foram analisadas as substancias de referéncia acido clorogénico e rutina

isoladamente, bem como a solug&o extrativa diluida em metanol:agua (50:50, v/v).
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Figura 1.2. (A) Perfil cromatografico das substancias de referéncia, acido clorogénico
(ACLO) e rutina (RUT). (B) Perfil cromatografico da solugdo extrativa (SEl) de llex
paraguariensis.

A analise por CLAE-MS-MS revelou que as estruturas dos picos P1 e P3
apresentaram ions idénticos com pico molecular em massa/carga (m/e) 353 e seus
fragmentos, quando colididos com gas reagente, resultam nos ions correspondentes
ao acido cafeico (m/e 179) e acido quinico (m/e 191) (figura 1.3), podendo ser
atribuidos a isbmeros do acido clorogénico (acido 5-O-dicafeoilquinico). A partir
destes dados e, considerando o perfil de elui¢cao ja previamente descrito na literatura

(CARINI et al.,1998; BRAVO et al., 2007), pode-se inferir que os picos P1 e P3, séo
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os acidos neo-clorogénico (acido 3-O-dicafeoilquinico) e cripto-clorogénico (acido 4-
O-dicafeoilquinico). Os picos P4, P5 e P6 apresentaram o mesmo pico do ion
molecular (m/e 515) indicativos de isbmeros dicafeoilquinicos e fragmentos em m/e
179, 191 e 353 [m-H- cafeoil], correspondendo, provavelmente aos isbmeros acido
3,4-O-dicafeoilquinico; 4,5-O-dicafeoilquinico; 3,5-O-dicafeoilquinico ou 1,5-O-

dicafeoilquinico.

i 15 i 1 ]
i P1 e 43 | P4 »E3

I IJ'- - - - - - -

[ 353
17 s bl
ACLO L R
1 -]
1r P3 bk FE 15

Figura 1.3. Espectro de massas dos picos P1, P3, P4, P5 e P6 presentes solugao
extrativa (SEl) de llex paraguariensis.
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6.3.2 Validacao de metodologia de quantificacdo dos polifendis

Os teores dos picos P1, P3, P4, PS5 e P6 foram expressos como acido

clorogénico (ACLO), devido a similaridade de seus espectros de ultravioleta (DAD).

A validagdo do método analitico abrangeu a determinagdo dos parametros
linearidade, repetibilidade, precisao intermediaria e exatidao preconizados pelo ICH
(2005).

A avaliagcédo da linearidade foi realizada por meio da analise das curvas de
calibracdo para as substancias de referéncia e solugbes extrativas de llex

paraguariensis, obtidas em trés dias diferentes.
Os resultados da avaliagcado da linearidade para as substancias de referéncia
sao apresentados na tabela 1.6.

Tabela 1.6. Parametros de linearidade para as substancias de referéncia acido
clorogénico (ACLO) e rutina (RUT), analisadas por CLAE.

Pico r? a b DPR (%)
ACLO 0,9980 -5904,98 66.505,77 2,98
RUT 0,9992 -3515,26 36.407,72 1.53

r’=coeficiente de regresséo linear; a= intersecgéo; b= inclinagio; DPR (%) = desvio padréo relativo
percentual da inclinagao da reta em trés dias consecutivos; ACLO = acido clorogénico; RUT = rutina.

As curvas de calibracédo obtidas, tanto para o acido clorogénico como para a
rutina foram lineares na faixa de concentragao de 2 a 10 ug/ml, com coeficientes de
regressdo (r?) superiores a 0,998. A analise dos coeficientes de regressao linear
obtidos das curvas analiticas demonstra auséncia de desvio de linearidade na faixa
de concentracdo testada. Os limites de confianga incluem o zero, o que demonstra a
auséncia de erro sistematico constante. Os limites de deteccdo e quantificagéo
foram calculados de acordo com as equacdes preconizadas pela ICH (2005). Os
limites de detecgdo medidos para o acido clorogénico e rutina foram,
repectivamente, 0,19 e 0,27 ug/ml. Os limites de quantificacdo obtidos foram,
respectivamente, 0,59 e 0,81 ug/ml, demonstrando a adequada sensibilidade do

método.
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Na tabela 1.7 sao apresentados os resultados da regressao linear para a
solucao extrativa, considerando os mesmos parametros descritos para a analise de
regressao linear das substancias de referéncia. A andlise dos coeficientes de
regressao obtidos evidencia a auséncia de desvios de linearidade na faixa de
concentracdo de 2,0 a 10 pg/ml. Os valores de r? foram menores aos observados
para as curvas das substancias de referéncia, fato que pode ser atribuido a
complexidade da amostra.

Tabela 1.7. Parametros de linearidade na analise de solugdo extrativa de llex
paraguariensis por CLAE.

Pico r? a b DPR (%)
ACLO 0,9978 -1290,63 712.700,52 4,69
RUT 0,9971 -634,10 125.150,42 6,08

r°= coeficiente de regressao linear; a= interseccéo do eixo y; b= inclinacdo; DPR (%) = desvio padréo
relativo percentual da inclinagéo da reta em trés dias consecutivos; ACLO = acido clorogénico; RUT =
rutina.

A analise dos resultados dos ensaios de precisdo intermediaria e
repetibilidade, tanto para os padrdes como para a solugédo extrativa (tabelas 1.8 e
1.9) mostrou coeficientes de variagéo inferiores a 15%, limite maximo aceitavel para

matrizes complexas (FDA, 2001).
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Tabela 1.8. Precisdao intermediaria, na analise por CLAE das substancias de
referéncia e solucdo extrativa de llex paraguariensis.

Susbténcias de referéncia Solucgao extrativa
Pico Concentragio Concentragio
(mg/ml) DPR (%) (mg/ml) DPR (%)

ANEO - - 2,216° 0,44
ACLO 0,098 2,14 1,669 0,82
ACPT - - 1,222° 0,54
P4 - - 0,359° 0,43
P5 - - 1,173° 0,91
RUT 0,101 2,24 0,563 0,90
P6 - - 0,933° 0,80

@ calculado como 4acido clorogénico; DPR (%)= desvio padréo relativo percentual. ACLO = &cido

clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT = rutina.

Tabela 1.9. Repetibilidade na analise por CLAE das substancias de referéncia e
solugdo extrativa de llex paraguariensis.

. Susbténcias de referéncia Solugéao extrativa
Pico Cor(lr(:‘egr;:;?)géo DPR (%) Corz;zr;:;?)géo DPR (%)
ANEO - - 2,058° 0,91
ACLO 0,107 0,30 1,628 0,95
ACPT - - 1,288 1,11
P4 - - 0,388° 1,13
P5 - - 1,081° 1,33
RUT 0,103 0,25 0,563 1,02
P6 - - 1,009° 0,75

@ calculado como acido clorogénico; DPR (%) = desvio padrdo relativo percentual. ACLO = &cido
clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT = rutina.

A exatidao do método foi determinada por meio do teste de recuperacio. Para

tanto, foram adicionadas a solucido extrativa concentracbes conhecidas de acido
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clorogénico (67, 100 e 133 %) e rutina (50, 100 e 150 %). Os resultados demonstram
uma taxa de recuperacdo média, respectivamente, de 97 e 104 % para o acido
clorogénico e rutina, com coeficientes de variacéo inferiores a 1%, em todas as

concentracdes analisadas.

Tabela 1.10. Resultado do ensaio de exatiddo do acido clorogénico.

Acido Clorogénico

Concentragcdao Concentragao Recuperagdo (%) Recuperacao
tedrica experimental X (DPR %) média (%)
(ng/ml) (ng/ml) X (DPR %)
10,60 10,41 98,2 (0,89)

12,60 11,96 94,9 (0,65) 97,4 (2,09)
14,60 14,45 99,0 (0,33)

X = valor médio; DPR (%) = desvio padrao relativo percentual.

Tabela 1.11. Resultado do ensaio de exatidao da rutina.

Rutina
Concentragao Concentracao Recuperagdo (%) Recuperacao
tedrica experimental X (DPR %) média (%)
(ng/ml) (ng/mil) X (DPR %)
3,20 3,43 107,2 (0,87)
4,20 4,40 104,8 (0,24) 103,9 (3,91)
5,20 5,19 99,8 (0,19)

X = valor médio; DPR (%) = desvio padréo relativo percentual.

Na tabela 1.12 sdo apresentados os teores de ACLO, RUT e demais picos
(P1, P3, P4, P5 e P6) na solugcéo extrativa de llex paraguariensis, medidos pelo

método CLAE anteriormente validado.
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Tabela 1.12. Teor de polifendis presentes na solugcdo extrativa de llex
paraguariensis, obtida por decocgao.

Pico SEI (mg/ml) X (s)
ANEO 2,15%(0,014)
ACLO 1,53 (0,008)
ACPT 1,012 (0,007)

P4 0,292 (0,001)
P5 1,132 (0,010)
RUT 0,49 (0,016)

P6 0,752 (0,015)

@ calculado como acido clorogénico; s = desvio padrdo. ACLO = &cido clorogénico; ANEO = &cido
neo-clorogénico; ACPT = &cido cripto-clorogénico; RUT = rutina.

Apods a validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo de polifendis
na solugcdo extrativa aquosa, a mesma foi aplicada a quantificacdo de outras

solucdes extrativas obtidas por diferentes métodos de extracao.

Os resultados desta analise estao descritos no artigo aceito para publicagao

no Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies (Anexo 1.1).

6.4. Obtencao de fragoes polifendlicas a partir de extrato seco liofilizado de llex

paraguariensis (ESLI)

Com o objetivo de viabilizar o estudo de isolamento da fragao polifendlica
presente na SEI optou-se pela liofilizagdo da mesma, considerando que a técnica de
liofilizagdo preserva, de um modo geral, os constituintes quimicos termolabeis. Além
disto o produto resultante (extrato seco liofilizado, ESLI), por tratar-se de extrato
seco, apresenta a perspectiva de maior estabilidade, comparativamente a solugao

extrativa.
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O ESLI apresentou aspecto cristalino, com coloragéo esverdeada. O produto
liofilizado foi mantido em dessecador, provido de silica, at¢é o momento de sua

utilizagao.

Na tabela 1.13 sdo apresentados os resultados da analise do teor de umidade
e pH do ESLI.

Tabela 1.13. Caracteristicas do extrato seco liofilizado (ESLI) de llex paraguariensis.

Ensaio Resultado; X +s DPR (%)
Teor de umidade (% m/m) (n=3) 6,78 + 0,36 5,36
pH (n=3) 5,37 + 0,01 0,19

X = valor médio; s = desvio padrao; DPR (%) = desvio padrao relativo percentual.

O rendimento percentual da operagdo de secagem por liofilizagdo a partir de
um volume de 1000 ml de solugdo extrativa foi de 99,70 %. Este valor levou em

conta a umidade residual do extrato seco.

A andlise do perfil cromatografico por CLAE do ESLI demonstrou a
manutencdo dos picos presentes na solugdo extrativa primaria, ndao sendo
observado o aparecimento ou desaparecimento de picos no perfil cromatografico
(figura 1.4).
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Figura 1.4. Perfil cromatografico de extrato seco liofilizado (ESLI) de llex
paraguariensis, obtido a partir de solugao extrativa preparada por decocgéo.
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No doseamento do ESLI por CLAE observou-se que os teores de polifendis
foram maiores do que aqueles encontrados para a SEIl, quando expressos,
comparativamente, pelo residuo seco da SEI| original. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa, através ANOVA (p<0,001) (tabela 1.14).

Tabela 1.14. Teor de polifendis presentes no extrato seco liofilizado (ESLI) de llex

paraguariensis comparativamente aos teores encontrados na solugao extrativa que
Ilhe deu origem (SEI).

Pico SEI (mgl/g) X (s) ESLI (mg/g) ~ X (s)
ANEO 56,55% (0,366) 62,227 (0,361)
ACLO 40,372 (0,205) 45,41 (0,206)
ACPT 26,457 (0,183) 30,802 (0,147)

P4 7,59 (0,108) 10,192 (0,046)
P5 29,752 (0,258) 36,232 (0,119)
RUT 12,99 (0,420) 14,23 (0,098)

P6 19,73%(0,400) 25,322 (0,075)

calculado como acido clorogénico; s = desvio padrao.
Concentragao expressa em mg de polifendis/ g de residuo seco.

Concentracgéao corrigida considerando o valor de perda por dessecagao de 6,78 % (m/m).
ACLO = acido clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =
rutina.

Neste contexto, pode-se inferir que a secagem por liofilizagdo da SEI permitiu
a obtencdo de extrato seco que, apesar da higroscopia caracteristica, manteve a

composicao polifendlica original, cumprindo, assim, o seu objetivo.

Para a etapa de obtencao das fragdes polifendlicas, empregou-se uma resina
adsorvente polimérica, de alta porosidade, com matriz de poliestireno. A escolha
tanto do processo de purificagdo como da resina adsorvente fundamentou-se nos
resultados obtidos por PAVEIl (2004) que, ao desenvolver a metodologia de
purificacdo da fracdo saponosidica presente no extrato liofilizado de frutos imaturos
de llex paraguariensis detectou, nas porgdes iniciais do fracionamento, a presenca

de compostos polifendlicos.

A metodologia descrita por PAVEI (2004) e os respectivos parametros como a

quantidade de resina utilizada, solvente, massa de ESLI aplicada na coluna, regime
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e fluxo de eluicdo dos solventes foram adaptados ao fracionamento do extrato seco
liofilizado obtido a partir de folhas e talos de llex paraguariensis, e estdo sendo
submetidos a registro de patente na SEDETEC/UFRGS.

O monitoramento do processo de fracionamento, quanto a separagéo e
pureza das fragdes obtidas nos diferentes sistemas de eluigao testados foi realizada
por meio da analise do perfil cromatografico por CLAE, obtido empregando-se o

mesmo sistema descrito para analise da matéria-prima vegetal.

Na figura 1.5 sdo apresentados os perfis cromatograficos por CLAE das
fracbes obtidas nos cinco sistemas de eluicdo testados. Pode-se observar que o
fracionamento nao alterou o perfil cromatografico do ESLI inicial visto que os picos
estdo presentes nas fragcdes purificadas, fornecendo indicios de auséncia de

degradacéo, durante o processo de purificagao.

Na analise qualitativa do perfil cromatografico dos sistemas testados observa-
se que a fragao FA foi eficiente em separar os compostos polifendlicos mais polares,
caracterizados pelos picos compreendidos entre 0 e 15 minutos, os quais
correspondem aos derivados do acido cafeoilquinico. Nao foram evidenciadas, nesta

fracao, as demais substancias polifendlicas presentes no ESLI.

As fragcbes eluidas em FE e FF, caracterizaram-se pela presenca de

compostos menos polares, com tempos de retencao superiores a 25 minutos.



51

- FA - FC -] FE
Sl § o § o §
: = = a1 T = "
. FA FC
y 3
sli — = ==
T g
5 T
. -J?-J- -
- | EFA ;::1 I FD ] FF
Sl i Jo | Illf i -
- FA FC FF
O\ i 7 g
----- FA - ! FF
sV g g e ;

Figura 1.5. Perfis cromatograficos comparativos das fragdes obtidas pela separagao
em fase solida, em diferentes sistemas de eluicdo, no fracionamento preliminar do
extrato seco liofilizado de llex paraguariensis (ESLI).

No perfil cromatografico do sistema SV observa-se um acumulo de picos
correspondentes aos derivados cafeoilquinicos nas fracbes FA e FB e a auséncia de
compostos de menor polaridade, que sao eluidos separadamente na fracdo FF,

correspondendo aos derivados do acido dicafeoilquinico e rutina. Esta condigao
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permitiu selecionar o sistema de eluicdo codificado como SV como sendo o mais
seletivo para a purificacdo de compostos polifendlicos uma vez que permitiu a
separagcao nitida dos constituintes fendlicos por diferenca de polaridade. Este
sistema compreende um regime de eluicdo simples, com separagao eficiente em

curto tempo de fracionamento, além de nao requerer grande volume de solvente.

ApoOs separagao em fase sélida pelo sistema de eluicdo SV, as fracdes
coletadas foram caracterizadas quanto aos aspectos macroscépicos e determinagao
do pH. Os resultados da determinacao do pH sao apresentados na tabela 1.15.

Tabela 1.15. pH das fragdes fendlicas obtidas por separacdo em fase sodlida pelo
sistema de eluicdo SV do extrato seco liofilizado de llex paraguariensis.

Fracao pH (X *+ s) DPR (%)
FA 6,83 + 0,00 0,08
FB 5,78 + 0,01 0,16
FF 6,52 + 0,00 0,08

X = valor médio; s = desvio padrédo; DPR (%) = desvio padréao relativo percentual.

O rendimento do processo de purificagdo, considerando a massa de liofilizado
obtida nas fragcdes FA, FB e FF, representa aproximadamente 80 % da massa de
liofilizado submetida ao processo de fracionamento, o que denota que o extrato seco

liofilizado que Ihe deu origem (ESLI) € um produto rico em polifendis.
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Tabela 1.16. Rendimento percentual das fracbes obtidas no processo de
fracionamento do extrato seco liofilizado de llex paraguariensis.

Amostras Massa (g) (X + s) Rendimento (%)’
ESLI 0,4003 + 0,000 100,00

FA 0,2074 + 0,012 51,81

FB 0,0376 + 0,004 9,40

FF 0,0721 + 0,002 18,02
Rendimento total 79,23

rendimento percentual em relagdo a massa de liofilizado submetido ao processo de fracionamento.

Como as fragdes FA e FB apresentaram perfis semelhantes no que se refere
aos constituintes fendlicos, estas duas fracbes foram misturadas com a fim de
constituir uma unica fracdo denominada fracdo FAB contendo os compostos
polifendlicos de maior polaridade a qual foi, paralelamente com a fragao FF, testada
em ensaios de determinagao de atividade antioxidante (testes in vitro e ex vivo). Os
resultados dos teores de polifendis presentes nas fragcbes obtidas pelo
fracionamento empregando o sistema de eluicdo SV sdo apresentados na tabela
1.17.

A anadlise comparativa do fracionamento enquanto rendimento e pureza
demonstra que a fragdo FAB, apesar de apresentar maior rendimento percentual em
termos de massa, apresenta menor teor de polifendis totais, sendo a fragcao FF,

portanto, mais pura.



54

Tabela 1.17. Teor de polifendis presentes nas fragdes obtidas a partir do extrato
seco liofilizado de llex paraguariensis.

Fragao Pico Teor de polifendis Teor de polifenéis totais
(mglg) X (s) na fragao
(mg/g)
Pico 1 91,30%(0,142)
FAB ACLO 60,98 (0,219) 192,70
Pico 3 40,42° (0,166)
Pico 4 57,56 % (1,652)
FF Pico 5 184,87 % (4,223) 422,04
RUT 57,76 (1,763)
Pico 6 121,852 (1,067)

FAB: fragdo FA e FB
@ calculado como acido clorogénico; s = desvio padréo.
ACLO = acido clorogénico; RUT = rutina.

6.5. Producgao e caracterizagao dos produtos secos por spray-drying

A producédo de produtos secos por spray-drying a partir de solu¢des extrativas
vegetais resulta na maioria dos casos, em produtos higroscépicos, inadequados
para o uso ou processamento. A literatura relata que a utilizacdo de adjuvantes de
secagem representa uma alternativa viavel para a melhoria das caracteristicas
tecnolégicas destes produtos. Dentre os adjuvantes mais comumente mais
empregados destacam-se o dioxido de silicio coloidal, celulose microcristalina,
dextrina e outros (CASADEBAIG, 1989).

A producdo dos produtos secos por spray-drying foi efetuada em torre de
secagem, em escala semi-industrial, diferentemente das utilizadas por CAMPOS
(1996) e GNOATTO (2002).

Com a finalidade de selecionar o melhor adjuvante foram empregados como
adjuvantes de secagem o didxido de silicio coloidal isoladamente (CAMPOS, 1996),

uma mistura (1:1) deste com celulose microcristalina (GNOATTO, 2002), uma
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mistura (1:1) de diéxido de silicio coloidal com maltodextrina e maltodextrina
isoladamente. A escolha da maltodextrina deu-se ao seu amplo emprego na
industria alimenticia como adjuvante de secagem para sucos de frutas e alimentos
(CHRONAKIS, 1998; AL-KHATIB et al., 2001).

Os resultados da caracterizagdo tecnolégica observados para os quatro
produtos secos por spray-drying, contendo diferentes propor¢des destes adjuvantes,
estao apresentados na tabela 1.18.

Observa-se que o extrato produzido somente com Aerosil® (PSI-A)
apresentou rendimento superior, seguido do extrato contendo a mistura Aerosil® +
Avicel® (PSI-D), fato ja relatado anteriormente, e estando provavelmente relacionado
com a menor aderéncia das particulas as paredes da camara de secagem, durante a
nebulizagdo (CAMPOS, 1996; GNOATTO, 2002).

O Fator de Hausner (FH), indice de Carr (IC) e indice de densificacéo (ID)
sdo parametros vinculados a capacidade de empacotamento do p6. O Fator de
Hausner € um indicador indireto da estabilidade de empacotamento. Quanto mais
proximo de 1, mais estavel € o sistema de empacotamento (THOMAS e
POURCELOT, 1991).

A determinacdo do indice de Carr (IC), mede, indiretamente, o fluxo e
empacotamento dos pds. Quanto menor o indice de Car, melhor o fluxo e o
empacotamento (THOMAS e POURCELOT, 1991).

O indice de densificacdo (ID) ou indice de compactabilidade fornece
informacgdes sobre o comportamento do pd, quando submetido a movimentacgao.
Valores superiores a 20 ml sugerem que o po apresenta razoavel propriedade de
fluidez (GUYOT et al., 1995).

Embora os indices acima citados sejam largamente empregados como
indicadores de escoamento para materiais particulados, a literatura tem sugerido o
emprego de metodologias onde haja a determinagédo direta da fluidez. Materiais
particulares, apresentando valores de &ngulo de repouso inferior a 30° caracterizam-
se como materiais de fluxo livre (HERZFELDT e SCHERER, 1987). A determinagéo
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do angulo de repouso foi possivel somente para o produto PSI-A devido a auséncia

de escoamento livre nos demais produtos secos.

O conjunto de resultados obtidos para os diferentes produtos secos permitiu

a caracterizagdo dos mesmos como materiais de empacotamento e fluxo pobres,

sendo o produto PSI-A caracterizado como material de fluxo bom.

Tabela 1.18. Caracteristicas tecnoldgicas de produtos secos por spray-drying de llex
paraguariensis, em escala semi-industrial.

Caracteristica PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D

Rendimento (%) 60 40 50 52

Caracteristicas P6 amarelo, P6 amarelo, P66 amarelo, P& amarelo,

fisicas claro, fino claro, pouco aderente, claro, pouco
aderente tende a aderente

aglutinar

Teor de umidade (%) 5,43 8,26 6,75 6,61

Densidade bruta 0,586 0,456 0,467 0,474

(g/ml)

Densidade de 0,816 0,669 0,701 0,729

compactagao (g/ml)

Fator de Hausner 1,39 1,47 1,51 1,54

indice de Carr (%) 28,57 31,83 33,51 34,87

indice de 3,83 4,00 4,33 5,10

densificagao (ml)

Angulo de repouso 28,55 nm nm nm

PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®

PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®

PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®

PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®
*nm: ndo mensuravel em fungéo de o pé néo ter apresentado escoamento livre
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A fim de tragcar um perfil comparativo apresentamos os resultados de
rendimento bruto de PSI-A obtido neste trabalho em escala semi-industrial com os
anteriormente encontrados por CAMPOS (1996) e GNOATTO (2002) em escala
laboratorial. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 1.19 e 1.20. Muito
embora esses valores ndo possam ser comparados com precisao, por tratarem-se
de processos de secagem empregando equipamentos distintos, uma discusséo
preliminar revela-se possivel. Observa-se que o PSI-A, obtido em escala semi-
industrial, apresentou contrariamente ao esperado, rendimento inferior ao relatado
por CAMPOS (1996) e GNOATTO (2002), ambos obtidos em escala laboratorial. O
mesmo resultado foi observado para o PSI-D. Tal fato pode ser explicado pelo
reduzido teor de soélidos presentes na dispersao a ser seca, bem como pelo pequeno
volume de solugdo extrativa empregado (5 litros) na secagem em escala semi-

industrial.

Tabela 1.19. Comparacao entre rendimentos bruto e corrigido dos produtos secos
por spray-drying contendo somente didxido de silicio coloidal.

Produto Residuo Aerosil © Rendimento Rendimento Caracteristicas

seco (9/100 ml)  bruto (%) corrigido fisicas

(9/100 ml) (%)
ESA-A 5,11 2,19 72,40 68,70 P6 fino amarelo
(Campos, claro
1996).
ESNA1 3,66 1,57 68,32 67,04 P6 fino amarelo
(Gnoatto, claro
2002).
PSI-A 3,78 1,63 60,00 54,57 P6 fino amarelo
(Silva, claro
2007).

"Perda por dessecagdo: ESA-A=3,67 %; ESN1=1,87 %; PSI-A=5,43 % m/m.

ESA-A = extrato seco nebulizado obtido em escala laboratorial (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®).
ESN1 = extrato seco nebulizado obtido em escala laboratorial (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®).
PSI-A = extrato seco nebulizado obtido em escala semi-industrial (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®)
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Tabela 1.20. Comparagao dos rendimentos bruto e corrigido dos produtos secos por
spray-drying contendo a mistura dioxido de silicio coloidal e celulose microcristalina

(1:1).

Produto Teor de Rendimento Rendimento Caracteristicas
residuo seco bruto (%) corrigido fisicas
(9/100 ml) (%)

ESN2 3,66 68,32 67,04 P6 fino amarelo
(GNOATTO, claro

2002)

PSI-D 3,78 52 49,06 P6 fino amarelo
(SILVA, 2007) claro

"Perda por dessecagéo: ESN2=6,990 %; PSI-D=6,61 % m/m.
ESN1 = extrato seco nebulizado obtido em escala laboratorial (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®).
PSI-A = extrato seco nebulizado obtido em escala semi-industrial (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®)

O aspecto macroscopico dos produtos secos revelou a obtencéo de pos finos,
de cor amarelo clara. Observa-se que o extrato obtido apenas com Aerosil® (PSI-A)
apresentou-se mais fino e ndo aderente. Caracteristica diversa foi observada pelo
extratos obtidos com Glucidex® (PSI-B e PSI-C), que apresentaram maior aderéncia

e formacgao de grumos, com grande tendéncia a compactacéo (figura 1.6).

— i ¥ el

— ~5

Figura 1.6. Aspecto macroscépico dos produtos secos por spray-drying de llex
paraguariensis, preparados com diferentes adjuvantes de secagem: PSI-A (70 % de
residuo seco + 30 % Aerosil®); PSI-B (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 %
Glucidex®); PSI-C (70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®); PSI-D (70 % de residuo
seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®).

Todos os produtos secos apresentaram teor de umidade residual inferiores ao
limite maximo estabelecido de 7 % (LIST e SCHIMIDT, 1989), exceto o PSI-B.
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O indice de Carr e o fator de Hausner sdo parametros vinculados a
capacidade de empacotamento do pé. Valores superiores a 20 % no indice de Carr
e 1,25 para o Fator de Hausner denotam materiais com caracteristicas de
empacotamento mais estaveis dificultando a capacidade de escoamento. O indice
de densificagdo informa sobre o comportamento do p6é quando em movimento.
Valores inferiores a 20 ml sugerem que o pd apresenta razoavel propriedade de
fluidez. Este parametro ndo diferenciou os produtos analisados. Embora os indices
acima citados sejam largamente empregados como indicadores de escoamento para
materiais particulados, a literatura tem sugerido o emprego de metodologias em que

a determinacéo da fluidez seja direta.

A analise por microscopia eletrbnica de varredura demonstra que o PSI-A
apresenta-se como particulas esféricas com superficie rugosa, caracteristica do
adjuvante de secagem, Aerosil®, no entanto, as demais formulacdes (PSI-B, PSI-C e
PSI-D) apresentaram-se com forma irregular, devido a influéncia fisica dos

adjuvantes Glucidex® e Avicel® (figuras 1.7 e 1.8).

Figura 1.7. Fotomicrografia eletrbnica de varredura de produtos secos por spray-
drying de llex paraguariensis (PSl) (aumento 500 x), preparados com diferentes
adjuvantes de secagem: PSI-A (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®); PSI-B (70 %
de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®); PSI-C (70 % de residuo seco +
30 % Glucidex®); PSI-D (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®).
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Figura 1.8. Fotomicrografia eletrénica de varredura de produtos secos por spray-
drying de llex paraguariensis (PSl) (aumento 2500 x), preparados com diferentes
adjuvantes de secagem: PSI-A (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®); PSI-B (70 %
de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®); PSI-C (70 % de residuo seco +
30 % Glucidex®); PSI-D (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®).
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As distribuicdes granulométricas dos produtos secos por spray-drying podem

ser visualizadas na figura 1.9.
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Figura 1.9. Distribuicdo granulométrica dos produtos secos por spray-drying de llex
paraguariensis, preparados com diferentes adjuvantes de secagem: PSI-A (70 % de
residuo seco + 30 % Aerosil®); PSI-B (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 %
Glucidex®); PSI-C (70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®); PSI-D (70 % de residuo
seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®).

A analise dos histogramas dos produtos secos por spray-drying revela
pequenas diferengcas nos perfil de distribuicdo granulométrica entre os produtos.
Tratam-se de particulas de pequeno didmetro e de perfil de distribuicdo
granulométrica nao gaussiana. Os dados demonstram que as particulas do PSI-A e
PSI-B encontram-se distribuidas, respectivamente, entre 11,95 e 39,15 um. No caso
dos produtos PSI-C e PSI-D, as particulas encontram-se distribuidas,

respectivamente, na faixa de 8,55 a 39,15 e 8,55 a 32,35 um (anexos 1.2-1.5).

A tabela 1.21 apresenta os valores de didmetro-médio de particula e desvios
padrao obtidos pelo método aritmético. Pode-se observar que todos os produtos
secos por spray-drying apresentaram tamanho de particula em torno de 20 um com
excegao do PSI-D cujo valor foi de 17 um, evidenciando que a natureza dos
adjuvantes de secagem néao foi um fator determinante neste parametro. O produto

seco somente com Aerosil® (PSI-A) apresentou diametro médio inferior ao obtido por
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CAMPOS (1966), 53,6 um, aspecto provavelmente relacionado ao menor teor de

residuo seco da solugao de origem (SEI) encontrado no presente trabalho.

Tabela 1.21. Diédmetro médio de particula e desvio padrdo granulométrico dos
produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis.

Ensaio PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D
Diametro médio (um) 21,86 21,93 20,02 17,00
Desvio padrao (um) +5,57 + 5,00 +5,79 +5,25

6.5.1. Validagdo de método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para doseamento de constituintes polifendlicos presentes nos produtos secos

por spray-drying

A fim de avaliar a influéncia da operagao de secagem, bem como o uso de
adjuvantes sobre os constituintes presentes na solugao extrativa inicial, foi realizada
a quantificagdo de polifendis nos produtos secos, empregando ACLO e RUT como
marcadores quimicos. Para tanto, empregou-se a mesma metodologia analitica
empregada para caracterizagdo da solugdo extrativa, conforme descrito no item
5.3.1. No entanto, considerando que a SEI foi submetida a secagem por spray-
drying, na presenca de diferentes adjuvantes, fez-se necessaria a adequacéo e
validacdo do método analitico para a quantificagcdo dos constituintes fendlicos nos

produtos secos.

A figura 1.10 mostra o perfil cromatografico em 340 nm da SEI (figura 1.10a) e
dos quatro PSI (figura 1.10b), nos quais n&o foi evidenciada nenhuma alteracéo no

perfil qualitativo dos polifendis presentes.
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Figura 1.10. Perfil cromatografico da solugdo extrativa aquosa (SEIl) (A) e dos
produtos secos por spray-drying (PSI) de llex paraguariensis (B) obtidos com
diferentes adjuvantes de secagem: PSI-A (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®);
PSI-B (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®); PSI-C (70 % de
residuo seco + 30 % Glucidex®); PSI-D (70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15
% Avicel®). Acido clorogénico (ACLO), rutina (RUT).

Apesar do método analitico ter sido validado para a SEI, nova validagao foi
requerida para os produtos secos, devido a adicdo de novos adjuvantes
farmacéuticos de secagem e a etapa de secagem por spray-drying. As melhores
caracteristicas tecnoldgicas do PSI-A determinaram a sua selegédo e a validagéo da

metodologia analitica para este extrato seco.

Os resultados da avaliacdo da linearidade da curva de calibragdo do PSI-A

estdo apresentados na tabela 1.22. A curva de calibragao foi construida de modo
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que cada ponto analisado estivesse na mesma concentragao, em termos de residuo
seco, que a solugdo extrativa. Considerando os coeficientes de regressao obtidos,
evidencia-se auséncia de desvios de linearidade na faixa de concentracdo de 2,0 a
10 pug/ml. Os valores de r? foram ligeiramente superiores aos encontrados para SEI,
resultado que pode ser considerado excelente, considerando a complexidade da

amostra e as etapas envolvidas na analise.

Tabela 1.22. Parametros de linearidade da analise de produto seco por spray-drying
de llex paraguariensis analisada por CLAE.

Pico r? a b DPR (%)
ACLO 0,9990 -16535,79  2287347,45 3,26
RUT 0,9980 853,41 387731,40 3,91

r’=coeficiente de regresséo linear; a= intersecgédo; b= inclinagéo; DPR (%) desvio padrao relativo da
inclinagédo da reta em trés dias consecutivos; ACLO = acido clorogénico; RUT = rutina.

A analise dos resultados dos ensaios de precisdao intermediaria e
repetibilidade do PSI-A de llex paraguariensis (tabela 1.23) demonstrou coeficientes
de variagado inferiores a 2 % para ambos os ensaios, o que demonstra a boa

reprodutibilidade do método para analise dos polifendis no PSI-A.
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Tabela 1.23. Precisdo intermediaria do produto seco por spray-drying de llex
paraguariensis.

Precisao intermediaria Repetibilidade
Pico Cogc(:s:;t;:cl})éo DPR (%) Co)_:u:;n;;':'gl,)éo DPR (%)
ANEO 44.84° 0,57 44,81° 0,58
ACLO 32,92 0,60 32,89 0,58
ACPT 22,38° 0,73 22,37° 0,58
P4 7,09° 1,03 7,00° 0,84
P5 24,65° 1,23 24,33*° 0,97
RUT 11,33 0,86 11,54 0,60
P6 18,42° 0,92 18,34° 1,18

@ calculado como acido clorogénico; DPR (%): desvio padrao relativo percentual.

Y = média de trés determinagdes

X = média de trés determinagdes

ACLO = acido clorogénico; ACNEO = &cido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =
rutina.

A tabelas 1.24 e 1.25 apresentam os resultados da recuperacdo do acido
clorogénico e rutina no PSI-A de llex paraguariensis, demonstrando uma
recuperacédo média de 98,88 % e 99,91 %, respectivamente para ACLO e RUT, e
valores de CV% inferiores a 1 %, em todas as concentracbes analisadas. Esses
resultados permitem inferir que o adjuvante de secagem presente no PSI-A de llex

paraguariensis nao interferiu no doseamento dos marcadores em questéao.
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Tabela 1.24. Exatiddo do método de doseamento de acido clorogénico em produtos
secos de llex paraguariensis.

Acido clorogénico

Concentragao Concentragcao Recuperacao (%) Recuperagao média
teorica experimental X (DPR %) (%) X (DPR %)
(ng/ml) (ng/ml)

11,31 11,21 99,12 (0,29)

13,31 12,91 97,02 (0,07) 98,88 (1,73)
15,31 15,39 100,49 (0,32)

X : valor médio; DPR (%): desvio padréao relativo percentual.
ACLO = acido clorogénico; RUT = rutina.

Tabela 1.25. Exatiddo do método de doseamento de rutina em produtos secos de
llex paraguariensis.

Rutina
Concentragao Concentracao Recuperacao (%) Recuperagao média
teorica experimental X (DPR %) (%) X (DPR %)
(ng/ml) (ng/ml)
3,37 3,40 100,83 (0,32)
4,37 4,42 101,19 (0,43) 99,91 (0,25)
5,37 5,25 97,71 (0,93)

X : valor médio; DPR (%):desvio padréao relativo percentual.
ACLO = &cido clorogénico; RUT = rutina.

Os resultados dos teores de polifendis presentes nos diferentes PSI sdo
apresentados na tabela 1.26. Comparando-se os resultados, observa-se que entre
as diferentes formulag¢des de PSI, ndo houve diferengas significantes nos teores dos
polifendis analisados, sugerindo que os adjuvantes de secagem empregados nao

interferiram neste parametro. Observa-se, também, que a secagem determinou a
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concentracao destes constituintes, apresentando-se estes em concentragdes cerca
de 20 vezes superiores nos produtos secos, comparativamente a solugdo extrativa

que Ihes deu origem (tabela 1.12).

Tabela 1.26. Teor de polifendis presentes nos produtos secos por spray-drying de
llex paraguariensis.

Pico PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D

Concentragcdao Concentragao Concentragao Concentragao

(mgl/g) X (s)

(mgl/g) X (s)

(mg/g) X (s)

(mgl/g) X (s)

ANEO  44,71(0,416) 47,04 (0,200) 48,04 (0,045) 52,82 (0,204)
ACLO  32,83(0,287)  3530(0,226) 35,57 (0,217) 39,03 (0,174)
ACPT  22,33(0,191) 24,96 (0,164) 24,05 (0,614) 26,84 (0,131)
P4 7,07 (0,077) 8,22 (0,235) 8,45 (0,070) 9,07 (0,026)

P5 24,58 (0,295) 26,33 (0,187) 29,17 (0,106) 30,95 (0,133)
RUT 11,50 (0,104) 10,76 (0,045) 11,23 (0,060) 12,13 (0,045)
P6 18,57 (0,268) 19,83 (0,094) 21,20 (0,067) 22,58 (0,099)

X : valor médio; s: desvio padrao.

ACLO = acido clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =
rutina.
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6.5.2. Avaliagao preliminar da estabilidade frente a luz

A luz é um fator ambiental que pode desencadear rea¢des de degradagéo,
tais como oxidagdo e redugdo, rearranjo de anéis, polimerizagédo, rupturas de
ligagbes, isomerizagbes, racemizagcbes e promover instabilidade em produtos

farmacéuticos, alimenticios ou cosméticos (LEITE, 2005).

Como os produtos secos por spray-drying apresentam em sua composi¢cao
constituintes fendlicos, derivados do acido clorogénico, que possuem hidroxilas
ligadas ao anel aromatico e duplas ligagbes conjugadas, sdo passiveis de sofrer facil
degradacgdo, por oxidagdo. Sua labilidade os torna passiveis de serem eleitos,

também, como os constituintes indicadores de estabilidade dos produtos secos.

A analise dos cromatogramas obtidos por CLAE revelou que n&o houve
aparecimento de novos picos, bem como alteragcdo nos tempos de retengcdo DOS
picos quantificados. E importante salientar que o método analitico desenvolvido
mostrou-se promissor como ferramenta para avaliagdo destes acontecimentos. A
figura 1.11 apresenta o comportamento dos constituintes fendlicos presentes nos
produtos secos por spray-drying, apdés exposicdo de luz em 254 nm, durante 48
horas. Observa-se uma queda de concentragdo nas primeiras 24 horas seguida de
pequena estabilizagdo em 48 horas para todos os produtos secos. Dentre os
produtos secos, PSI-B apresentou pior desempenho quanto a fotoprotecédo e,
comparativamente, o maior teor de umidade residual (8,26 %). Observa-se, ainda,
que nos extratos PSI-B, PSI-C e PSI-D o percentual de degradag¢ao dos constituintes
fendlicos, apds 48 horas de exposigao, variou de 12 a 31 %, em média. O perfil de
degradagao tanto dos acidos cafeoilquinicos, quanto dicafeoilquinicos foi bastante
semelhante. A degradacdo foi significativamente menor para o PSI-A, cujo
percentual situou-se entre 2 a 13 % (figura 1.12 e tabela 1.27), sendo este o produto
que apresentou menor teor de umidade residual (5,43 %). Entre os acidos
cafeoilquinicos presentes no PSI-A, o acido cripto-clorogénico (ACPT) parece sofrer
menor interferéncia desta fonte energética, seguido do &acido neo-clorogénico
(ANEO) e acido clorogénico (ACLO). Para os acidos dicafeoilquinicos, o pico P5

parece ser 0 menos sensivel, seguido de P4 e P6.
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Figura 1.11. Polifendis em produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis
em teste de fotoestabilidade: exposigcéo a luz, 254 nm. Pico1: acido neo-clorogénico;
ACLO: acido clorogénico; Pico 3: acido cripto-clorogénico; Picos 4, 5 e 6: acidos

dicafeoilquinicos; RUT: rutina.
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Figura 1.12. Polifendis em produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis,
em teste de fotoestabilidade: exposigao a luz, 254 nm. Pico1: acido neo-clorogénico;
Aclo: acido clorogénico; Pico 3: &cido cripto-clorogénico; Picos 4, 5 e 6: acidos

dicafeoilquinicos; Rut: rutina.
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Tabela 1.27. Percentual de degradacdo dos polifendis, nos produtos secos por
spray-drying expostos a luz em 254 nm, ao final de 48 horas.

Degradagio apds de 48 h (%)X

Pico PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D
ANEO 2,74 19,99 14,92 12,08
ACLO 5,21 24,27 17,04 14,55
ACPT 1,21 24,48 16,79 15,97
P4 9,91 27,61 20,56 17,72
P5 9,60 28,63 22,14 19,41
RUT 2,52 21,67 15,05 16,33
P6 13,95 31,50 25,37 22,96

Valores corrigidos com base na umidade residual dos extratos, admitida como perda por
dessecacgao.
ACLO = acido clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =
rutina.
PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®
PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®
PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®
PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®

A figura 1.13 apresenta o comportamento dos compostos polifendlicos
presentes nos produtos secos por spray-drying, apos exposi¢ao de luz em 352 nm,
durante 48 horas. Observa-se uma queda de concentragdo nas primeiras 24 horas
seguida de pequena estabilizacdo em 48 horas para todos os produtos secos, sendo
ligeiramente mais acentuada para os produtos PSI-B e PSI-C. Observa-se, ainda,
que nos produto PSI-B houve degradagdo mais acentuada tanto dos acidos

cafeoilquinicos e dicafeoilquinicos, como da rutina.

A degradacao foi significativamente menor para o PSI-A, cujo percentual
situou-se entre 1 a 24 % (figura 1.14 e tabela 1.28). Entre os acidos cafeoilquinicos
presentes no PSI-A, acido neo-clorogénico (ANEQO) parece sofrer menor
interferéncia desta fonte energética, seguido do acido cripto-clorogénico (ACPT) e

acido clorogénico (ACLO).
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Figura 1.13. Polifendis em produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis,
em teste de fotoestabilidade: exposigao a luz, 352 nm. Pico1: acido neo-clorogénico;
ACLO: acido clorogénico; Pico 3: acido cripto-clorogénico; Picos 4, 5 e 6: acidos
dicafeoilquinicos; RUT: rutina.
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Figura 1.14. Polifendis em produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis,
em teste de fotoestabilidade: exposigéo a luz, 352 nm. Pico1: acido neo-clorogénico;
Aclo: acido clorogénico; Pico 3: acido cripto-clorogénico; Picos 4, 5 e 6: acidos

dicafeoilquinicos; Rut: rutina.
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Tabela 1.28. Polifendis, nos produtos secos por spray-drying de llex paraguariensis
em teste de fotoestabilidade: 352 nm, ao final de 48 horas.

Degradacao apds de 48 h (%) X

Pico PSI-A PSI-B PSI-C PSI-D
ANEO 1,21 19,66 1,79 4,72

ACLO 11,18 31,18 12,05 13,25
ACPT 5,53 28,80 44,75 12,89
P4 16,46 33,13 15,18 17,84
P5 15,57 34,98 17,45 18,55
RUT 3,66 21,04 8,99 9,31

P6 24,35 42,04 28,37 25,89

Valores corrigidos com base na umidade residual dos extratos, admitida como perda por
dessecacgao.
ACLO = acido clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =
rutina.
PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®
PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®
PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®
PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®

Em suma, pode-se concluir que o produto seco contendo somente Aerosil®
em sua composicdao (PSI-A) mostrou-se o mais estavel frente ao teste de
estabilidade a que os PSI foram submetidos, no que se refere a fragao polifendlica
presente, sugerindo um efeito protetor do diéxido de silicio coloidal, utilizado como
adjuvante. Ainda ndo é possivel inferir sobre 0 mecanismo pelo qual ocorre esta
protecdo, no entanto, a hipotese de forte interagcdo das hidroxilas fendélicas com as

hidroxilas presentes no didxido de silicio coloidal ndo pode ser descartada.
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6.5.3 Producao e caracterizagcao de produto seco por spray-drying para a

realizagao dos ensaios in vivo

O rendimento da operacdo de secagem apresentado para o produto PSI-A
LO2 (tabela 1.29) foi consideravelmente superior quando comparado ao produto PSI-
A (tabela 1.18). Este rendimento pode ser justificado pelo volume maior de solugéo

extrativa que foi atomizada.

Tabela 1.29. Parametros tecnoldgicos de produto seco por spray-drying de llex
paraguariensis empregado nos ensaios in vivo.

Caracteristica PSI-A L02
Rendimento (%) 78,98

Caracteristicas fisicas P& amarelo, claro, fino
Teor de umidade (%) 3,36 + 0,002
Densidade bruta (g/ml) 0,642 + 0,022
Densidade de compactagao (g/ml) 0,860 + 0,007

Fator de Hausner 1,34 + 0,037

indice de Carr (%) 25,36 + 2,020

indice de densificacdo (ml) 3,33 + 0,629

Angulo de repouso 33,50 + 2,446

PSI-A LO2: produto seco lote 02 (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®)

Através da analise do histograma do produto seco por spray-drying produzido
no lote 02 podemos constatar que as particulas do PSI-A encontram-se distribuidas
entre 10,50 e 17,50 um (Anexo 1.6).
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Frequéncia Relativa (%)
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Figura 1.15. Distribuicdo granulométrica do produto seco por spray-drying de llex
paraguariensis PSI-A (70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®) lote 02, produzido em
escala semi-industrial.

O didmetro médio, calculado pelo método matematico foi de 14,42 e o
desvio-padréo (o4) de + 1,25, caracterizando a distribuicdo granulométrica para
o PSI-A L02 como estreita (WELLS, 1988).

Na tabela 1.30 s&o apresentados os resultados dos teores de polifendis
apresentados pelo PSI-A L02 em comparacédo ao PSI-A. Observa-se que apesar
das diferengas apresentadas na composicdo dos derivados cafeoilquinicos e
dicafeoilquinicos, no somatério dos picos nao foram evidenciadas diferengas
entre os dois produtos.
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Tabela 1.30. Comparacao do teor de polifendis presentes nos produtos secos por
spray-drying de llex paraguariensis.

Pico PSI-A Polifendis PSI-A L02 Polifendis
Concentragao totais Concentragao totais
(mglg) X (s) (maa)  (mgig) X(s) (mglg)

ANEO 44,71 (0,416) 37,29 (0,277)

ACLO 32,83 (0,287) 33,17 (0,616)

ACPT 22,33 (0,191) 30,95 (0,300)

P4 7,07 (0,077) 161,59 11,69 (0,046) 166,33

P5 24,58 (0,295) 17,61 (0,107)

RUT 11,50 (0,104) 10,04 (0,196)

P6 18,57 (0,268) 25,58 (0,079)

X : valor médio; s: desvio padréao.

ACLO = acido clorogénico; ANEO = acido neo-clorogénico; ACPT = acido cripto-clorogénico; RUT =

rutina.

PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil® obtido por secagem de 5 L de solug&o extrativa.
PSI-A L02: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil® obtido por secagem de 30 L de solugao extrativa.
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7. CONCLUSOES

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia, desenvolvido e
validado, permitiu a detec¢éo de acido clorogénico (ACLO) e rutina (RUT)
tanto na matéria-prima vegetal, como nos intermediarios de
processamento (solugdo extrativa, produtos secos por spray-drying e

fracdes polifendlicas) obtidos de llex paraguariensis.

O processo de fracionamento levou a obtencédo de duas fragdes distintas,
denominadas FAB e FF, as quais apresentaram maior teor de polifendis

gquando comparadas ao extrato seco liofilizado que as originou.

A secagem da solugao extrativa aquosa de llex paraguariensis, em escala
semi-industrial, permitiu a obtengao de produtos secos cujos rendimentos
de processo variaram de 40 a 60 %. A adicdo de adjuvantes de secagem
mostrou-se necessaria para a melhoria das caracteristicas tecnoldgicas
dos produtos obtidos, no entanto n&o foi suficiente para evitar a

higroscopia dos mesmos.

Nao houve diferencga significativa nos teores de polifendis entre os quatro
extratos, denotando que a natureza dos adjuvantes empregados, bem
como a técnica de secagem nao exercem influéncia sobre este

parametro.

O produto seco por spray-drying PSI-A, contendo 30 % de Aerosil® como
adjuvante de secagem, apresentou melhores caracteristicas tecnoldgicas
gque os demais produtos. Entre os parametros destaca-se menor teor de
umidade residual, maior rendimento operacional e protecao frente a

fotodegradacgéo.



79
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

AL-KHATIB, G.R.; DUGGAL, M.S.; TOUMBA, K.J. An evaluation of the acidogenic
potential of maltodextrins in vivo. Journal of Dentistry, v. 29, p. 409-414, 2001.

ANDRADE, F.M. Avaliagcao de biomassa, clorofila, cafeina e tanino em llex
paraguariensis Saint-Hilaire, crescendo sob sombreamento e pleno sol.
Dissertacédo (Mestrado em Engenharia Florestal) - Curso de Pds Graduagdo em
Engenharia Florestal, UFPR, Curitiba, 2004.

BALTASSAT, F.; DARBOUR, N.; FERRY, S. Etude du contenu purique de drogues a
caféine: |. Le maté: llex paraguariensis Lamb. Plantes médicinales et
phytothérapie, v. 23, n. 4, p. 195-203, 1984.

BASSANI, V.L. Valorization de formes galéniques végétables desalcoolisation
et concentration de solutions extratives sur membrane d’osmose inverse. Tese

(Tese de Doutorado) - Faculté de Pharmacie, Montpellier, 1990.
BOLETIM CACEX. Rio de Janeiro: CACEX, 1995.

BRAVO, L., GOYA, L., LECUMBERRI, E. LC/MS characterization of phenolic
constituents of mate (llex paraguariensis, St. Hil.) and antioxidant activity compared
to commonly consumed beverages. Food Research International, 2007, 40, 193-
405.

CAMPOS, A.M. Desenvolvimento de extratos secos nebulizados de Illex
paraguariensis St. Hil. Aquifoliaceae (Erva-mate). Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Curso de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
UFRGS, Porto Alegre, 1996.

CARINI, M.; MAFFEI FACINO, R.; ALDINI, G.; CALLONI, M.; COLOMBO, L.
Characterization of Phenolic Antioxidants from mate (llex paraguariensis) by Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry and liquid Chromatography/Tandem mass
Spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 12, p. 1813-1819,
1998.

CARVALHO, E. L. S. Desenvolvimento de produto seco nebulizado de Maytenus
ilicifolia Martius ex Reiss — Celastraceae (espinheira-santa). Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Curso de Pds-Graduagcao em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1997.



80

CASADEBAIG, J.L. Realization d’extraits secs nebulisés. Optimization de
formes galéniques de origine végétale a activité diuretique. Tese (Doutorado em

Farmacia) - Faculté de Pharmacie, Montpellier, 1987.

CHANDRA, S e MEJIA, E. G. Polyphenolic Compouns, Antioxidant capacity, and
Quinone Reductase Activity of na Aqueous Extract of Ardisia compressa in
Comparison to Mate (llex paraguariensis) and Green (Camellia sinensis) Teas.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 52, p. 3583-3589, 2004.

CHRONAKIS, 1.S. On the molecular Characteristics, Compositional Properties, and
Structural-Funtional Mechanisms of Maltodextrins : A Review. Critical Reviews on
Food Science, v. 38, n. 7, p. 599-637, 1998.

COELHO, G.C. Teores de metilxantinas, saponinas e morfologia foliar de erva-
mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) sob a influéncia de diferentes fatores
ambientais e em diferentes variedades de populagées. Tese (Doutorado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2002.

CORREA, M.P. Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exéticas cultivadas.
Rio de Janeiro: IBDF, 1969. v. 4.

COUTO, A.G. Desenvolvimento e avaliagao tecnolégica de granulado contendo
produto seco nebulizado de Phyllanthus niruri L. Eufhorbiaceae (quebra-
pedra). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-

Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2000.

DA SILVA, D.M. Desenvolvimento de forma farmacéutica semi-sélida contendo
extrato padronizado de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. Asteraceae.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagao

em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2003.

DE PAULA, I.C. Desenvolvimento tecnoldogico de forma farmacéutica plastica
contendo extrato seco nebulizado de Achyrocline satureoides (Lam) DC.
Compositae — marcela. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre,
1997.

DE SOUZA, K.C.B. Avaliagao biolégica de preparagdoes obtidas a partir das



81

inflorescéncias de Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (Marcela). Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2002.

DE SOUZA, K.C.B. Desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnolégicas
na obtencao de extratos secos nebulizados de Passiflora edulis forma
flavicarpa. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1997.

DE SOUZA, T.P. Influéncia de adjuvantes farmacéuticos sobre as
caracteristicas tecnolégicas de compactos contendo alto teor de produto seco
nebulizado de Maytenus ilicifolia Martius ex Reiss (Celastraceae). Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1999.

DEUTSCHES Arzneibuch. 9. Ausgabe. Stuttgart: Wissenschaftliche, 1986.

EDWIN, G.; REITZ, R. Aquifoliaceas. In: REITZ, R. (Ed.). Flora llustrada
Catarinense. | parte. Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues, 1967.

FARMACOPEIA Brasileira. 4. Ed., Sdo Paulo: Andrei, 1988.
FDA: Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation, 2001.

FILIP, R.; LOPEZ, P.; CAUSSIO, J.; FERRARO, G. Mate substitutes or adulterants:
study of xantine content. Phytotheraphy Research, v. 12, p. 129-131, 1998.

FILIP, R.; LOPEZ, P.; GIBERT, G.; CAUSSIO, J.; FERRARO, G. Phenolic
compounds in seven South American llex species. Fitoterapia, v. 72, p. 774-778,
2001.

FILIP, R.; LOTITO, S. B.; FERRARO, G.; FRAGA, C. G. Antioxidant activity of llex
paraguariensis and related species. Nutrition Research, v. 20, n. 10, p. 1437-1446,
2000.

GARCIA PAULA, R.D de. Contribuicdo ao estudo dos alcaldides do mate. Revista
Brasileira de Quimica, v. 54, p. 492-494, 1962.

GARCIA PAULA, R.D de; BROOKS, G. Bioquimica do mate: o tandide do mate (llex
paraguariensis St. Hil.). Isolamento e identificacdo. Revista de Quimica Industrial,
p. 72-74, 1953.



82

GAUDY, D. Contribution a I'optimisation des préparations galéniques a base de
Noix vomique: mises au point tecnologique et analytique. Montpellier: Unité de
Formation et de Recherche des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques,1987.

Tese (Doutorado em Farmacia).

GAUDY, D.; PUECH, A.; JACOB, M. Réle de l'adjuvant dans l'optimisation de la
production d’'un extrait de Noix vomique. Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 66, n. 1,
p. 5-10, 1991.

GILBERT, G. C. llex en sudamerica: floristica sistematica y potencialidades com
relacion a un banco de germoplasma para la yerba mate. In: WINGE, H,;
FERREIRA, A.G.; MARIATH, J.E.A. Erva-mate; biologia e cultura no Cone Sul.
Porto Alegre: UFRGS, 1995. p.303-312.

GNOATTO, S.; SCHENKEL, E. P.; BASSANI, V. L. HPLC method to assay total
saponins in llex paraguariensis aqueous extract. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 16, n. 4, p. 723-726, 2005.

GNOATTO, S. C. B.; BASSANI, V. L.; COELHO, G. C.; SCHENKEL, E. P. Influéncia
do Método de Extracdo nos teores de metilxantinas em erva-mate (llex
paraguariensis St.-HIL., Aquifoliaceae). Quimica Nova (Online), v. 30, p. 304-307,
2007.

GNOATTO, S.C.B. Metodologias Analiticas para Quantificagcdo de Marcadores
Quimicos em Preparagées de Illex paraguariensis (A. St. Hil) e
Desenvolvimento de Extrato Seco por Nebulizagao. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2002.

GOSMANN, G.; SCHENKEL, E.P.; SELIGMANN, O. A new saponin from mate, llex
paraguariensis. Journal of Natural Products, v. 52, p. 1367-1370, 1989.

GUYOT, J.C.; ARNAUD, P.; BECOURT, P.; CASSIERE, J.P.; CHULIA, D;
DUCHENE, D.; FARRAND, D.; GOUAIHARDOU, J.; LANGLOIS, C.; LEQUIEN, C.;
MALFROID, F.; POURCELOT, Y.; RENOUX, R.; SERGOT, S.; TORE, P.
Commentaires relatifs aux methods générales d’analyse des formes orales solides
récemment introduites dans les pharmacopées frangaise et européenne. Report
d’'une Commission SFSTP. S.T.P. Pharma Pratiques, v.5, n.6, p.482-495, 1995.



83

GUGLIUCCI, A.; MENINI, T. The botanical extracts of Achyrocline satureoides and
llex paraguariensis prevent methylglyoxal-induced inhibition of plasminogen and
antitrombin |l. Life Sciences, v. 72, p. 279-292, 2002.

GUGLIUCCI, A.; STAHL, A.J.C. Low density lipoprotein oxidation is inhibited by
extracts of llex paraguariensis. Biochemistry and Molecular Biology International,
v.35,n.1, p. 47-56, 1995.

GUTERRES, S. S. Influéncia de adjuvantes sobre as caracteristicas
farmacéuticas de capsulas de gelatina dura contendo hidroclorotiazida.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagao

em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1990.

GUYOT, J.C.; ARNAUD, P.; BECOURT, P.; CASSIERE, J.P.; CHULIA, D,
DUCHENE, D.; FERRAND, D.; GOUAIHARDOU, J.; LANGLOIS, C.; LEQUIEN, C.;
MANFROI, F.; POURCELOT, Y.; RENOUX, R.; SEGOT, S.; TOURE, P.
Commentaires relatifs aux methods génerales danalyse des formes orales solides
réecemment introduites dans les pharmacopées francgaise et européenne. Rapport
dune commission SFSTP. S.T.P. Pharma Pratiques, v. 5, n. 6, p. 482-494, 1995.

HEBERLE, G. Desenvolvimento de produto seco por aspersidao de Cecropia
glazioui Sneth. (Cecropiaceae). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Programa de Pd6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS,
Porto Alegre, 2000.

HERZFELDT, C.D e SCHERER, D. Hestellung von Harthgelatin Kapseln in der
Apotheke. Acta Pharmaceutica Technologica, v.33, n.3, Suppl. 4, p.1-3, 1987.

ICH. International Conference on Harmonization. Validation of analytical procedures:
methodology. Step 4. Closing Report. Brussels, 2005.

JACOB, M.; PUECH, A.; DURU, C.; FRESQUET, J. Elaboration d”extraits vegétables
adsorbés. Obtention d’'un extrait de Belladone sur support Aerosil. Revue Science
Technologie Pharmacie, v. 5, n. 2, p. 79-80, 1976.

KRAEMER, K.H; TAKETA, A.T.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; GUILLAUME, D.
Matesaponin 5, a highly polar saponin from llex paraguariensis. Phytochemistry, v.
42, p. 1119-1122, 1996.



84

LEITE, E.G. Estabilidade: Importante parametro para avaliar a qualidade,
seguranga e eficacia de farmacos e medicamentos. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2005.

LIST, P.H.; SCHMIDT, P.C. Phytopharmaceutical technology. Boca Raton: CRC,
1989.

MARTINS, A.G. Influéncia de fatores tecnoldgicos na avaliagao analitica e
farmacolégica de extratos secos nebulizados de Maytenus ilicifolia Martius ex
Reiss. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pods-

Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1998.
MASTERS, K. Spray-drying. 2 ed., New York: John Wiley, 1976.

MAZZAFERA, P. Caffeine, theobromine and theophyline distribution in llex

paraguariensis. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v., n. 2, p. 149-151, 1994.

MONTANHA, J.A. Estudo quimico e biolégico das saponinas de Ilex
paraguariensis St. Hil. — Aquifoliaceae. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS,
Porto Alegre, 1990.

MONTGOMERY, D.C. Disefio y analisis de experimentos. México: Iberoamérica,
1992.

MOSELE, S.H. A governanga na cadeia agroindustrial da erva-mate na regiao
do Alto Uruguay. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Estudos e Pesquisa em
Agronegécios, UFRGS, Porto Alegre, 2002.

MOURA, T.F.; GAUDY, D.; JACOB, M.; TEROL, A.; PAUVERT, B.; CHAUVET, A.
vitamin C spray-drying: Study of the thermal constraint. Drug Development and
Industrial Pharmacy, v. 22, n. 5, p. 393-400. 1996.

OHEM, N. e HOLZL, J. Some investigations on llex paraguariensis flavonoids and
triterpenes. Planta Medica, v. 54, n. 6, p. 576, 1988.

PATHIRANA, M.G.M. e GUPTA, B.K. Determination of angle of repouse by shadow
tracing method. Canadian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 11, n. 1, p. 30-
32, 1976.



85

PAVEI, C. Desenvolvimento de métodos analiticos e tecnolégicos aplicados a
fracdao saponosidica presente nos frutos de llex paraguariensis A. St. Hil.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pds-Graduagao

em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 2004.

PAVEI, C.; GUZATTO, P.; PETROVICK, .P.R.; GOSMANN, G.; ORTEGA, G. G.
Development and Validation of an HPLC method for the characterization and assay
of the saponins from llex paraguariensis A. St.-Hil. (Mate) fruits. Journal of Liquid
Chromatography & Related Technologies, v. 30, p. 87-95, 2007.

PECK, C.E.; BALEY, G.J. McCURDY, V.E.; BANKER, G.S. Tablets Formulation and
Design IN: LIBERMEN, H.A.; LACHMAN, |.; SCHWARTS, J.B. (ed) Pharmaceutical
Dosage Forms: Tablets. 2ed., v.1, New York: Marcel Dekker, 1989.

PELOZO, M.1.G. Desenvolvimento e caracterizagao tecnolégica de extrato e do
grabulado de Paullinia cupana H.B.K var. sorbilis (Mart.) Ducke (Guarana).
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Curso de Pds-graduacéo em

Ciéncias Farmacéuticas, UEM, Maringa, 2005.

PUECH, M. Elaboration d’'un extrait sec nebulisé de Vigne Rouge. Place des
substances auxilaires. Montpellier: Faculté de Pharmacie, 1991. Tese (Doutorado

em Farmacia).

RAMIREZ-MARES, M. V.; CHANDRA, S.; MEJIA, E.G. In vitro Chemopreventive
activity of Camellia sisensis, llex paraguariensis and Ardisia compressa tea extracts

and selected polyphenols. Mutation Research, v. 554, n. 1-2, p. 53-65, 2004.

REGINATTO, F.; ATHAYDE, M.L.; GOSMANN, G., SCHENKEL, E.P.
Methylxanthines Accumulation in llex species — Caffeine and Theobromine in Erva-
mate (llex paraguariensis) and other llex Species. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 10, n. 6, p. 443-446, 1999.

REITZ, R.; KLEIN, R.M.; REIS, A. (Org.) Projeto madeira do Rio Grande do Sul.
Itajai: Sudesul; Herbario Barbosa Rodrigues, p. 284-292,1983.

RICCO, R.A.; WAGNER, M.L.; GURNI, A.A. Estudio comparativo de flavondides em
seis especies austrosudamericanas del género llex. Acta Farmacéutica
Bonaerense, v. 10, n. 1, p. 29-35, 1991.



86

ROBERTS, E.A.H. The chlorogenic acids of tea and maté. Chemistry and Industry,
v. 37, p. 985-986, 1956.

RUCKER, N.G. de A. Mercomate: cooperacao na competitividade. Curitiba:
Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento do Parana. Departamento

de Economia Rural, 1996.

SANTAMOUR JR., F.S. Anthocyanins of holly fruits. Phytochemistry, v. 12, p. 611-
615, 1973.

SCHENKEL, E.P.; MONTANHA, J.A.; GOSMANN, G. Triterpene saponins from
maté, llex paraguariensis. In: WALLER, G.; YAMASAKI, K. (Ed.). Saponins used in
food and agriculture. New York: Plenum, p. 47-56, 1996.

SCHINELLA, G.R.; TROIANI, G.; DAVILA, V.; BUSCHIAZZO, P.M.; TOURNIER,
H.A. Antioxidant effects of an aqueous extract of llex paraguariensis. Biochemical

and Biophysical Research Communications, v. 269, p. 357-360, 2000.

SCHULTZ, A. Introducao a Botanica Sistematica. 5. Ed. Ver. Porto Alegre. Editora
da UFRGS, 1985.

SENNA, E.M.L. Desenvolvimento de extratos secos nebulizados de Achyrocline
satureoides (Lam) DC. COMPOSITAE (marcela). Porto Alegre: Curso de Pés-
Graduagao em Farmacia, UFRGS, 1993. Dissertagao de Mestrado.

SIESTO, A.J. Separazione mediante procedimento controcorrente della frazione
purinica del maté. Archivio Italiano di Scienze Farmacologiche, v. 9, p. 194-196,
1959.

SOARES, L. A. L. Padronizagdao de extrato aquoso e desenvolvimento de
produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri L. — Euphorbiaceae
(Quebra-Pedra). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa

de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1997.

SOERTANO, S. Comparaison entre divers extraits secs de Strychnos ligustrina
BL. Aspect Technologique, Analytique et Disponibilité. Tese (Doutorado em

Farmacia) - Faculté de Pharmacie, Montpellier, 1980.

SWARTZ, M.E. e KRULL, I.S. Validagdto de métodos cromatograficos.
Pharmaceutical Technology, (ed. Port.), p. 12-20, 1998.



87

TAKETA, A.T.C. Saponinas de llex brevicuspis Reissek. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pdés-Graduagdgo em Ciéncias
Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1997.

TEIXEIRA, H.F. Avaliagdo da influéncia de adjuvantes farmacéuticos sobre
caracteristicas fisicas, quimicas, tecnoldgicas e farmacolégicas de extratos
secos hnebulizados de Achyrocline satureoides (Lam.) DC. Compositae
(marcela). Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Programa de Pos-

Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, UFRGS, Porto Alegre, 1996.

THOMAS, C e POURCELOT, Y. Perfomulation of five commercial celluloses in drug
development: reological and mechanical behaviour. Drug Development and
Industrial Pharmacy, v. 19, n.15, p.1947-1964, 1991.

TORMEN, M.J. Economia ervateira brasileira. In: WINGE, H.; FERREIRA, A.G;
MARIATH, J.E. A.; TARASCONI, L.C. (Org.). Erva-mate: biologia e cultura no
Cone Sul. Porto Alegre: UFRGS, p. 27-40, 1995.

TRUEBA, G.P.e SANCHEZ, G. M. Los flavonoides como antioxidantes naturales.
Acta Farmacéutica Bonaerense, v. 20, n. 4, p. 397-306, 2001.

VALDUGA, A.T. Uso Sustentado e Processamento de llex paraguariensis St. Hil
(Erva-mate). Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduagdao em
Ecologia e Recursos Naturais, UFRGS, Porto Alegre, 2002.

VOIGT, R. Pharmazeutische Technologie. 9. Uberarb. Aufl., Stuttgart: Deutsch
Apotheker, 2005.

WORLD Helth Organization. Mate. IARC Monographs on the evaluation of

carcinogenic risks to humans, v. 51, p. 273-287, 1990.

ZHI-CHEN, L. General control methods for vegetable drugs. Geneva: WHO,
1980.






CAPITULO 2

Avaliacao da atividade antioxidante de produtos secos por spray-
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1. INTRODUGCAO

A presenga de espécies redoxi-ativas tem sido correlacionada com um grande
numero de doengas, indicando que estas espécies ndo tém um papel etioldégico na
grande maioria dos estados patolégicos, mas que participam diretamente dos
mecanismos fisiopatolégicos que determinam a continuidade e as complicacdes
presentes nesses processos (MELLO e MANEGHINI, 1984; HALLLIWEL, 2007).

Radical livre é qualquer espécie quimica que contém um ou mais elétrons
desemparelhados. O elétron desemparelhado que caracteriza esta molécula pode
estar centrado num atomo de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou
em atomos de metais de transicdo. Na natureza existem duas importantes
substéncias que podem gerar espécies radicalares, o oxigénio no estado
fundamental (O;) e o Oxido nitrico (NO;) (REBELO, 1996; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Todos os componentes celulares estdo expostos as espécies redoxi-ativas
sendo a membrana a estrutura mais atingida, devido a ocorréncia de peroxidagéo
lipidica (lipoperoxidagao) que leva a alteragdes na sua estrutura e permeabilidade.
Como consequéncia, ha perda de seletividade na troca ibnica e liberagao de
conteudo das organelas (como enzimas hidroliticas dos lisossomas), formacao de
produtos citotoxicos (como malonaldeido), culminando com a morte celular
(HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007).

Em condi¢gdes normais, as reacdes de formagao de espécies redoxi-ativas
sdo mantidas sob controle por meio de um sistema de defesa antioxidante do
organismo, composto de substancias que atuam em diferentes niveis. O sistema de
defesa primario é constituido de substancias que impedem a geragao ou sequestram
espécies reativas de oxigénio, ou seja, bloqueiam a etapa de iniciagdo da cadeia
radicalar. Neste sistema, encontram-se as enzimas antioxidantes, quelantes,
proteinas e substancias ndo enzimaticas. O sistema de defesa secundario é formado
por compostos fendlicos ou aminas aromaticas, como os tocoferéis, flavondides,
principalmente flavonas e flavonéis (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007).
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Os polifendis estdo usualmente presentes em plantas como produtos do
metabolismo secundario, exercendo papel importante na sua morfologia e fisiologia,
na medida em que estdo relacionados a diversos aspectos do crescimento e
reprodugao das mesmas (BRAVO, 1998). A estes compostos séo atribuidas diversas
propriedades biologicas tais como antiinflamatérias, antibidticas, antitrombdticas,
antimicrobianas, antialérgicas, antitumorais, antiasmaticas e antioxidantes (TRUEBA
e SANCHEZ, 2001).

Os flavondides tém sido investigados extensivamente desde 1966, em
trabalhos que abordam aspectos clinicos e nutricionais destas substancias,
demonstrando que estes constituintes fendlicos reduzem a oxidagao de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e protegem os tecidos da acdo de radicais livres
sugerindo seu emprego como estratégia na reducdo do risco de doencgas

cardiovasculares e risco de cancer (MOURE et al., 2001).

A atividade antioxidante dos flavondides resulta da combinagcdo de suas
propriedades quelantes de metais e sequestradoras de radicais livres, assim como
de inibir oxigenases tais como a lipoxigenase, a cicloxigenase, a mieloperoxidase, a
NADPH oxidase e a xantina oxidase. Outros mecanismos podem incluir a inibigdo de
enzimas envolvidas indiretamente nos processos oxidativos e a estimulagédo de
outras com propriedades antioxidantes como a catalase (CAT) e a superéxido
dismutase (SOD) (TRUEBA e SANCHEZ, 2001).

Os acidos fendlicos sao algumas das substancias que constituem o grupo
dos compostos fendlicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para
0 organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e preveng¢ao do cancer,
doengas cardiovasculares e outras doengas (SOARES, 2002). Isémeros do acido
clorogénico e do acido caféico s&o descritos como antioxidantes (BELITZ e
GROSCH, 1988; DURAN e PADILLA, 1993; HARBORNE, 1973). Embora outras
caracteristicas também contribuam para a atividade antioxidante dos acidos
fendlicos e seus ésteres, esta €, geralmente, determinada pelo nimero de hidroxilas
presentes na molécula (RAJALAKSMI e NARASIMHAN, 1995).
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A literatura relata para llex paraguariensis a presenca de flavondides
derivados do nucleo canferol, quercetina, rutina, proantocianidina e de diferentes
acidos fendlicos, como clorogénico, caféico, 3,4- e 3,5-dicafeoilquinico, substancias
para as quais tem sido atribuido potencial antioxidante in vitro (YOUNES e
SIEGERS, 1981; LARSON, 1998; FILIP et al.,, 2000; KESSLER et al., 2003;
CHANDRA e MEJIA, 2004).

Considerando o potencial antioxidante de llex paraguariensis, bem como dos
compostos polifendlicos descritos para a espécie, o Capitulo 2 do presente trabalho
tem por objetivo investigar, por meio de ensaios in vitro, ex vivo e in vivo o potencial
antioxidante de produtos secos por liofilizacdo, spray-drying e de fragdes
polifendlicas, obtidos a partir de decocto de llex paraguariensis, descritos no

Capitulo 1.
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2. OBJETIVOS

1. Investigar a atividade antioxidante in vitro de produtos secos por spray-

drying e fragao polifendlica de llex paraguariensis;

2. Investigar a atividade antioxidante ex vivo de produtos secos por spray-
drying e fragédo polifendlica de llex paraguariensis em homogeneizado de fatias de
figado;

3. Investigar a atividade antioxidante in vivo de produto seco por spray-drying
de llex paraguariensis em modelo de dano oxidativo hepatico induzido por

tetracloreto de carbono.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Estresse oxidativo e defesas antioxidantes e espécies redoxi-ativas

Os efeitos dos radicais livres sobre os sistemas biolégicos tém estado em
evidéncia nos ultimos anos, especialmente nas doengas relacionadas com o
aumento destas espécies reativas no organismo e ao envelhecimento precoce.
Varias pesquisas tém demonstrado a participacdo dos radicais livres nos
mecanismos fisiopatologicos de algumas patologias de elevada incidéncia na
populacado ocidental. Assim, qualquer substancia que demonstre ter capacidade
de neutralizagao destes radicais, torna-se um alvo importante, ja que pode
prevenir ou amenizar os problemas causados pelo excesso de espécies redoxi-
ativas no organismo (CARBONARI, 2005).

Os radicais livres ou espécies redoxi-ativas sdo atomos ou moléculas que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados na sua Orbita externa, geralmente
formados pela perda ou ganho de elétrons (oxirredugdo). Em meio biolégico, a
maioria das moléculas ndo se encontra na forma de radicais, permanecendo com
elétrons pareados. Entretanto, em determinadas situacdes, as espécies redoxi-ativas
sdo formadas e podem causar efeitos fisioldgicos e patolégicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Espécie redoxi-ativa € um termo coletivo que inclui as espécies reativas de
oxigénio (ERO), bem como as espécies reativas de nitrogénio (ERN), como pode ser
observado na tabela 2.1. “Reativo” ndo é sempre o termo mais apropriado, uma vez
que Hy0,, O, e 6xido nitrico (NO’) reagem, diretamente, com poucas moléculas no
corpo humano, enquanto o ‘OH pode reagir com qualquer molécula (HALLIWELL,
2007).
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Tabela 2.1. Principais espécies redoxi-ativas.

Espécies redoxi-ativas de oxigénio

Radicais Nao radicais

Superoxido (027) Perdxido de hidrogénio (H20>)
Hidroxila ("OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxila (RO>") Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxila (RO®) Ozo6nio (O3)

Hidroperoxila (HO,") Oxigénio singleto ('0,)

Espécies redoxi-ativas de nitrogénio

Radicais Nao radicais
Oxido nitrico (NO®) Peroxinitrito (ONOO")
Dioxido de nitrogénio (NO-") Alquil peroxinitrito (ROONOQO)

Fonte: adaptado de HALLIWELL, 2001.

As espécies redoxi-ativas sao formadas pela redugao parcial do oxigénio, por
meio de sucessivas reacgdes. A transferéncia de um elétron para o O, produz o
primeiro intermediario reativo, o anion superoéxido (O.7), o qual sofre dismutagdo
espontanea a peroxido de hidrogénio (H202), que ndo € uma espécie redoxi-ativa. O
H,0O, sofre uma reagao de quebra das ligacbes entre os atomos de O, formando o
radical hidroxila ("OH), catalisada por metais de transicdo (reagdo de Fenton), ou
pela combinagdo do O, com o H;O, (reagdo de Haber-Weiss) (figura 2.1),
(HALLIWELL e GUTTERIDGE,2007).

Fe* + 0" - 0, + Fe*
(1) Fe** + H,0, —» Fe®" +*OH + HO™ (Reagao de Fenton)
(2) O + H;0; —» O;+*OH+HO™ (Reacao de Haber-Weiss)

Figura 2.1. Reagdes de formacdo do radical hidroxila (‘OH). Adaptada de
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007.
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A formacgao de anion superoxido (O2") originado pela adigdo de um elétron ao
oxigénio molecular (O;), pode ser mediado por enzimas como as NAD(P)H oxidase e
xantina oxidase (XO), e ndo enzimaticamente, por compostos redox-ativos tais como

as semi-ubiquinonas da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons.

A enzima superéxido dismutase (SOD) converte enzimaticamente o O,” em
H20,. Nos tecidos, o O,” também pode ser convertido ndo enzimaticamente em
H,0, e 'O, (DROGE, 2002). Na presenca de metais de transicdo livres
(particularmente ferro ou cobre), O,” e H,O, podem gerar o radical ‘OH, que é
extremamente reativo via reagdes de Fenton e Haber-Weiss (Figura 2.1).
Alternativamente, o H,O, pode ser convertido em H,O, pelas enzimas catalase
(CAT) ou glutationa peroxidase (GPx). Na reacdo da GPx, a glutationa (GSH) é
oxidada a glutationa dissulfeto (GSSG), que pode ser novamente convertida a GSH
pela glutationa redutase (GR) num processo que consome NADPH (figura 2.2),
(DROGE, 2002; HADDAD, 2002).

CAT
HaO 4+ O
MADPH
oxidases - -
0 0, Fe?*  Fe’
0, & o M— @ w at
= —h _.- "
xantna SOD I | l—fj
oxidases ﬂ
m H,O)
.."I'.|‘3'l.l2\'.:.:'I[iI'IET xantina
xantina acido urico
GPx )
2H,0
20G5H NS0

6]

Semi-ubigquinona

NADP™  NADPH
mitoctndria w

GoPDH

Figura 2.2. Vias de geracdo de espécies redoxi-ativas e mecanismo de defesa
enzimatica. Adaptada de DROGE, 2002; HADDAD, 2002 e BECKER, 2004.
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O mecanismo de geragao de espécies redox-ativas em sistemas bioldgicos
pode ocorrer por inumeras reagdes bioquimicas, sendo que quatro destes tém
recebido maior atencdo: o sistema de P-oxidagcdo peroxisomal, as reacdes do
citocromo P450, a geragcdo de NO" e HOCI no processo fagocitico, e a cadeia
transportadora de elétrons da mitocéndria, onde acredita-se ocorrer 0 mecanismo
responsavel pela produ¢cdo da maior parte das espécies redoxi-ativas no organismo
(BECKMAN e AMES, 1998; PRESTON et al., 2001).

Para minimizar os efeitos deletérios associados a constante formacao das
espécies redox-ativas, os organismos aerdbicos foram dotados, ao longo do tempo
evolutivo, de distintas defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem ser definidos
como substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis,
podendo este ser enzimaticos, como notadamente a SOD, CAT e GPx, ou ndo
enzimaticos, tais como a-tocoferol (principal componente da vitamina E), B-caroteno,
ascorbato (vitamina C), polifendis e GSH (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Os principais sistemas de defesa antioxidantes enzimaticas celulares sao
compostos pela SOD, CAT e GPx (figura 2.2), que constituem a primeira defesa
endbégena de neutralizagdo dos radicais livres. Secundariamente, a glutationa
redutase (GR) e a glutationa S-transferase (GST) auxiliam na regeneragdo da GSH
e na conjugacado de metabdlitos reativos. Através delas, as células tentam manter
baixas as quantidades do O," e de H,0,, evitando assim, a formagdo do "OH, que
embora de vida curta, de fragdo de segundos, e em reduzida concentragdo, é
extremamente reativo e danoso as células (BOVERIS e CADENAS, 1997).

A SOD, uma metaloenzima, é considerada uma das mais importantes defesas
antioxidantes na neutralizacdo das espécies redoxi-ativas e estda presente
praticamente em todos os organismos eucariéticos, sendo responsavel pela
conversdo do O, em H,O, e O, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As células
humanas apresentam, pelo menos, duas isoformas da SOD, uma mitocondrial que
contém manganés no seu sitio ativo (MnSOD), e outra citosélica com cobre e zinco
no seu sitio ativo (CuZnSOD) (HALLIWELL, 2001; STEHBENS, 2003).

O H,0; da célula pode ser convertido a H,O e O, por dois tipos de enzimas:

CAT e GPx. A CAT esta presente na maioria das células aerdbicas, especialmente
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concentradas nos hepatécitos e eritrocitos localizando-se, principalmente, em
organelas sub-celulares denominadas peroxissomos. Esta enzima é composta de
quatro subunidades proteicas, cada uma contendo um grupo heme (Felll-
protoporfirina) ligado ao sitio ativo. Ja a GPx, uma das poucas classes de enzimas
humanas que requer selénio para sua acgao, remove H,O, oxidando a GSH a GSSG
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007) (figura 2.2).

A GR auxilia na manutencdo do poder redutor intracelular, pois catalisa a
reducdo da GSSG por meio da oxidacdo de NADPH, permitindo a continua
regeneragao da GSH produzida pela agao da GPx (HALLIWELL, 2001).

As GSTs, também desempenham um papel fisiolégico importante, iniciando a
detoxificagdo de agentes alquilantes potenciais, incluindo compostos
farmacologicamente ativos, entretanto ndo atuam diretamente contra as espécies
redoxi-ativas. Estas enzimas catalisam a conjugacao de metabdlitos reativos com os
grupamentos SH da GSH, neutralizando os sitios eletrofilicos destes compostos e

gerando produtos mais soluveis em agua (HABIG et al., 1974).

As células também exibem antioxidantes n&o-enzimaticos que incluem
compostos endégenos como a GSH, e outros exdgenos como a vitamina E, C e A
(além de outros carotendides como o licopeno e o B-caroteno), polifendis e outras
pequenas moléculas derivadas de fonte vegetais (SCANDALIOS, 1997).
Antioxidantes ndo-enzimaticos podem ser definidos como qualquer substancia que,
quando presente, mesmo em baixas concentragdes comparadas com o substrato
oxidavel, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidagcao deste substrato (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, é o principal
tiol celular ndo protéico, mais abundante em células eucariotas, e desempenha um
importante papel em muitos tipos de reagdes de bioredugdo e conjugagao, tais
como: integridade do citoesqueleto, sintese de proteinas (tradugdo) e de DNA
(replicacao), transporte de aminoacidos, scavenger de radicais livres, transducao de
sinais, cofator de enzimas essenciais e defesa contra moléculas oxidantes e
xenobibticos potencialmente toxicos (PENA et al., 2000; STEHBENS, 2003). Este

tripeptideo pode conferir protegcdo contra todas as formas de estresse oxidativo
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através de, pelo menos, dois mecanismos: i) nos primeiros momentos do dano
oxidativo, a GSH pode agir bloqueando o potencial toxico das EROs; ii) pode
também ajudar a ativar muitos genes que tém a funcéo de extinguir o dano oxidativo
(NEBERT, 2000; STEHBENS, 2003).

Em organismos aerobios saudaveis, a relagado entre a produgao de espécies
redoxi-ativas com os sistemas de defesas antioxidantes estdo aproximadamente em
equilibrio. Entretanto, esse equilibrio nem sempre é perfeito. O estresse oxidativo
ocorre como um desequilibrio entre o balango pré-oxidante / antioxidante, em favor
da situagao pro-oxidante, promovendo um dano potencial (SIES, 1993; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

O efeito do estresse oxidativo pode resultar em trés diferentes processos: i)
adaptacdo por regulagem do sistema de defesa antioxidante; ii) lesdo tecidual,
podendo causar dano a qualquer molécula alvo (DNA, proteinas e lipidios); iii) morte
celular por apoptose (HALLIWELL, 2001).

As espécies redox-ativas podem reagir com biomoléculas tais como
proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucléicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). Tanto a ligacédo peptidica quanto as cadeias laterais podem ser o alvo do

ataque de espécies redoxi-ativas (LEVINE, 2002).

O processo de peroxidacéo lipidica da membrana celular leva a alteragdes na
estrutura e na permeabilidade, levando a perda da seletividade na troca i6nica e
liberagdo de conteudo das organelas (como enzimas hidroliticas dos lisossomas),
podendo tornar o ambiente favoravel ao ataque ao DNA da cromatina por outros
tipos de espécies radicalares, culminando com a morte celular (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 2007).

A lipoperoxidagao € utilizada como um sinal do estresse oxidativo celular e
auxiliar no reconhecimento de danos oxidativos em organismos com algumas
patologias, ocorrendo numa sequéncia de reagdes ja conhecida. Inicialmente, um
atomo de hidrogénio é sequestrado do acido graxo contendo, ao menos, duas
duplas ligagdes separadas por metilenos intercalados (LH), originando um radical
livre centrado no carbono (radical lipidico) (L") com um rearranjo das duplas ligagbes

(conjugacgdo de dienos). Esta fase & seguida pela interacdo do L° com o oxigénio
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molecular (O;), para formar um radical peroxila (LOO"), que pode entdo retirar um
atomo de hidrogénio tanto do LH adjacente (induzindo uma reagéao de propagacao),
como de outro doador de hidrogénio como, por exemplo, um antioxidante (figura
2.3). Em ambas as circunstancias, um hidroperéxido de acido graxo (LOOL) é
formado (ERNSTER e HOCHSTEIN, 1994; HERMES-LIMA et al., 1995; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

LH + *OH — L ° + H,0 Iniciagao

L* + 0, — LOO* Propagacdo
LH + LOO" e L° + LOOH Propagacido
LOOD" +L° —_— LOOL Terminacéo
LOO" +LOO" —_— L0OOL + 0, Terminacao

Figura 2.3. Representagdo esquematica das reagdes de iniciagdo e propagacao da
LPO. Adaptada de HERMES-LIMA et al., 1995.

As consequéncias mais comuns da lipoperoxidagdo correspondem a
perturbagao das fungdes essenciais das membranas celulares e organelas, incluindo
0 processo de transporte transmembrana, a transdugdo de sinais mediada por
receptores, e a preservagao do gradiente de ions e metabdlitos (ERNSTER e
HOCHSTEIN, 1994).

Os niveis elevados de espécies redoxi-ativas no organismo parecem ser um
dos maiores contribuintes para o envelhecimento (HARMAN, 1992), e para muitos
processos  degenerativos como 0  cancer, aterosclerose, doencgas
neurodegenerativas, cataratas dentre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

3.2. Atividade antioxidante de polifendis

Em condigcbes normais, as reacbes de formacado de espécies reativas de
oxigénio sdo mantidas sob controle por meio de um sistema de defesa antioxidante
do organismo composto de substéncias que atuam em diferentes niveis. O sistema

de defesa primario é constituido de substéncias que impedem a geragdao ou
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sequestram espécies reativas de oxigénio, ou seja, bloqueiam a etapa de iniciagao
da cadeia radicalar. Neste sistema encontram-se as enzimas antioxidantes,
quelantes e proteinas e substdncias ndao enzimaticas. O sistema de defesa
secundario é formado por compostos fendlicos ou aminas aromaticas, como o0s
tocoferdis, flavondides, principalmente flavonas e flavondis (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 2007).

Os polifendis sao constituintes amplamente distribuidos em plantas, aos quais
sdo atribuidas diversas propriedades biolégicas tais como antiinflamatérias,
antibidticas,  antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorais,
antiasmaticas e antioxidantes. Os flavonoides, por exemplo, dividem-se em 13
subclasses, que apresentam em comum um esqueleto hidrocarbonado do tipo Ce-
C3-Cs (difenilpropano), cada porgédo de seis carbonos compreende um anel
aromatico e a de trés carbonos um heterociclo, conforme mostrado na figura 2.4
(TRUEBA e SANCHEZ, 2001).

COzH
J—CH
0 ﬂ
HO Ifﬁ-‘]f"ﬁ i i1
| |
HO™ = OH

Figura 2.4. Nucleo fundamental dos flavondides (A) e acidos cafeoilquinicos (B).

Exatamente por se constituirem em fundamentais contribuintes da dieta,
os primeiros estudos dos polifendis estavam em sua maioria relacionados aos
efeitos nutricionais destes como, por exemplo, a diminuicdo na absorgao e
digestibilidade de alimentos devido a capacidade destes constituintes quimicos
de se ligar e precipitar minerais e macromoléculas tais como proteinas e
carboidratos (YANG et al., 2001).
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O interesse principal recente tem recaido sobre o fato de que diversos
constituintes deste grupo revelaram atividades antioxidantes, antiinflamatoria e
anticarcinogénicas. Diversos estudos epidemioldgicos tém sugerido associagdes
entre uma dieta com alimentos ricos em polifendis e a prevencdo de doencgas.
Muitos destes efeitos benéficos relacionados a prevencdo de diversas
enfermidades estdo associados a propria natureza quimica deste grupo de
substancias (MOURE et al., 2001).

Deste modo, a habilidade destas substancias em prevenir doencgas
conhecidamente associadas ao estresse oxidativo, tais como cardiopatias,
alguns tipos de cancer e processos inflamatdrios podem estar vinculadas as
propriedades antioxidantes dos polifendis reportadas. A prevencdo da
peroxidacédo de lipoproteinas de baixa densidade pode estar relacionada com a
protecdo de doencgas cardiacas, enquanto que a protegdo contra danos
oxidativos ao DNA pode ser relacionada a prevengao de canceres ou disfuncdes
gendmicas (MAURICIO, 2006).

A atividade antioxidante dos polifendis resulta da combinacdo de suas
propriedades scavenger de espécies redoxi-ativas e quencher de metais, assim
como de inibir oxigenases tais como a lipoxigenase, a cicloxigenase, a
mieloperoxidase, a NADPH oxidase e a xantina oxidase. Outros mecanismos podem
incluir a inibicdo de enzimas envolvidas indiretamente nos processos oxidativos e a
estimulagcdo de outras com propriedades antioxidantes com a catalase (CAT) e a
superdxido dismutase (SOD) (TRUEBA e SANCHEZ, 2001).

Os polifendis sao reconhecidos por apresentar atividade antioxidante
devido a sua habilidade scavenger de espécies redox-ativas, interrompendo, por
exemplo, a reacgao radicalar em cadeia da peroxidagao lipidica (RICE-EVANS,
1996). Estes constituintes quimicos interferem nas reagbes de oxidacdo de
lipidios e outras moléculas por meio de uma rapida transferéncia de atomos de

hidrogénio aos radicais como, por exemplo, hidroxila e peroxila.

Em termos estruturais, os principais responsaveis por esta atividade sao

os dois grupos hidroxila na posi¢cao 3°,4° do anel B, a dupla ligagcdo em
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conjugagao com um grupo cetbnico no carbono 4 do anel C e os grupos

hidroxila dos carbonos 5 e 7 do anel A, no caso dos flavonadis (figura 2.4A).

Considerando o caso dos derivados do acido cafeoilquinico, a estrutura
hidroxifendlica conjugada com a dupla ligagcdo da cadeia de ramificagéo lateral,
tem sido reportada como o principal componente responsavel pela atividade
antioxidante (RICE-EVANS, 1996) (figura 2.4B).

Nos casos em que polifendis tém sua capacidade antioxidante devida a
sua agdo como scavenger de radicais, pode-se dizer que, em geral, a eficiéncia
dos mesmos em prevenir danos oxidativos depende, diretamente, da sua

habilidade em formar intermediarios estaveis apds reagdo com os radicais.

Outro mecanismo de acido antioxidante dos compostos polifendlicos de
especial relevancia é a sua capacidade de se ligar a metais tais como ions ferro
e cobre, impedindo ou minimizando a participagao destes em reagdes de Fenton
(TRUEBA e SANCHEZ, 2001). No entanto, em alguns casos, a interacdo dos
polifenbdis com metais pode conferir aos mesmos uma caracteristica pro-
oxidante. Compostos dos grupos dos flavondides e acidos fendlicos demonstraram
ser antioxidantes inibindo a formagao de radicais peroxila e hidroxila em diferentes
sistemas oxidantes, porém na presenca de Cu®* os mesmos se revelaram pro-
oxidantes (CAO et al., 1997; YAMANAKA, 1997), provavelmente devido a reagdes
de reducdo de Cu®** a Cu® induzidas por estes compostos, abrindo caminho para
reagdes do tipo Fenton. ANDRADE JR (2004) em estudos sobre a capacidade do
acido tanico em prevenir danos oxidativos ao DNA induzidos por ions cobre,
verificou um efeito pré-oxidante deste polifenol e, também, do complexo acido

tanico-Cu em presenca de DNA.

E importante ressaltar que uma protegdo contra a acédo de algumas espécies
redox-ativas in vitro, ndo necessariamente implica em protecdo contra danos
oxidativos em ceélulas. POOL-ZOBEL (1999) observou que, tanto substancias
isoladas quanto amostras complexas de plantas contendo varias antocianinas e
antocianidinas mostraram-se potentes antioxidantes in vitro. Porém, pelo menos em
células tumorais do colon humano, este grupo de substancias nao foi capaz de

minimizar o dano oxidativo endégeno ao DNA.
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Da mesma forma, pequena atividade antioxidante in vitro também nao
necessariamente significa que uma substancia ndo seja responsavel por agao
antioxidante in vivo. Flavonodides tais como quercetina e catequina, com espécies
antioxidantes intracelulares do tipo glutationa peroxidase (GPx) pode aumentar
significativamente a atividade antioxidante destas (FERGUSON, 2001; NAGATA,
1999).

3.3. Atividade antioxidante de llex paraguariensis

A erva-mate também é utilizada com fins terapéuticos, constando nas
Farmacopéias Portuguesa (1876), Francesa (1884), Brasileira, (1929), Venezuelana
(1939), Paraguaia (1949) e Mexicana (1952) (IMBESI, 1964), sendo atribuidas ao
produto ag¢des sobre os sistemas cardiovascular e respiratorio (COSTA e BADINI,
1939), tecido muscular (SIQUEIRA et al.,, 1953) e trato gastrintestinal (EDWIN e
REITZ, 1967). Também lhe sao atribuidas as propriedades estimulante do sistema
nervoso central, anti-reumatica e diurética (BRITISH HERBAL PHARMACOPOEA,
1983).

Os estudos referentes a atividade antioxidante de llex paraguariensis inciaram
com GUGLIUCCI e STAHL (1995) ao demonstrarem que extratos aquosos e
etandlicos das folhas de llex paraguariensis inibiram a oxidag¢ao de lipoproteinas de
baixa densidade— LDL, em ensaios in vitro. Os extratos aquosos apresentaram
atividade antioxidante superior ao acido ascorbico e ao butil-hidroxitolueno in vitro.
Posteriormente, examinando a oxidagdo de LDL no plasma de individuos sadios,
antes e apods a ingestao de extratos aquosos de llex paraguariensis, foi constatada a
mesma atividade, observando que as substancias antioxidantes sdo absorvidas e
alcangam niveis suficientemente altos no plasma humano para inibir a auto-oxidagao
das LDL (GUGLIUCCI, 1996). Os extratos também inibiram a peroxidagcao
enzimatica e nao-enzimatica de lipidios microssomais empregando diferentes
modelos experimentais in vitro (SCHINELLA et al., 2000).

FILIP e colaboradores (2000) avaliaram a atividade antioxidante de llex
paraguariensis e de espécies relatadas como adulterantes, por meio da medida da

lipoperoxidagao in vitro. Ainda neste estudo, foram quantificados os conteudos de
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derivados cafeoilquinicos visando ao estabelecimento de uma possivel correlagéao
entre a atividade farmacolégica e a composi¢do quimica. Os autores observaram
que todas as espécies inibiram a oxidacao lipidica, porém os extratos de llex
paraguariensis obtiveram uma correlagdo altamente significante entre a atividade

antioxidante e o teor de derivados cafeoilquinicos.

BRACESCO e colaboradores (2003) analisaram a atividade antioxidante da
infusdo de llex paraguariensis utilizando dois modelos experimentais: indugéo de
ruptura da cadeia de DNA por peroxido de hidrogénio (H202) e indugdo da oxidagao
de LDL. Os autores observaram que a infusdo reduziu significativamente, de
maneira dose-dependente, tanto o numero de quebras na cadeia de DNA e
letalidade induzida por H>O,, como a oxidacdo de LDL humano. Os autores
concluiram que a infusdo apresentou atividade antimutagénica e antigenotdxica in

vitro.

GORZALCZANY e colaboradores (2001) investigaram o efeito de quatro
espécies de llex sobre o fluxo da bile e o transito intestinal de ratos Wistar. Os
autores observaram um aumento significativo, do tipo dose-dependente, no fluxo da
bile sem alteragcdes no transito intestinal em ratos tratados com decocto de llex
paraguariensis, dando suporte ao uso desta espécie, na medicina popular, como

digestivo e hepatoprotetor.

GUGLIUCCI e MENINI (2002), estudando o possivel efeito antiglicante de
extratos aquosos de Achyrocline satureoides e llex paraguariensis, observaram um
efeito significante e dose-dependente destes na indugdo da perda da atividade in
vitro de metilglioxal, utilizando como modelos o plasminogénio e antitrombina Ill. Os
autores observaram que o efeito antiglicante foi significante em concentragbes que
corresponderam a uma diluicdo de 1:100 das preparagdes usualmente ingeridas,
indicando que os extratos sdo candidatos promissores para estudos de
suplementacao natural no tratamento de diabetes. Efeito similar foi observado para
os extratos de llex paraguariensis quando comparados a amostra comercial de cha
verde (LUNCEFORD, 2005).

A inibicdo da nitragcdo de proteinas é descrita por BIXBY e colaboradores

(2005). Ao avaliar a citotoxidade induzida por peroxinitrito utilizando como modelo
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células mamarias, os autores observaram uma acentuada inibicdo do estresse

nitrosativo para extratos de llex paraguariensis.

A composicao polifendlica descrita para a espécie, associada as atividades
bioldgicas descritas para estes constituintes, tem levado a realizagao de estudos in
vitro e in vivo a fim de entender o papel desta espécie na formacgao ou prevencao de
cancer. RAMIREZ-MARES e colaboradores (2004) avaliaram a atividade
quimiopreventiva in vitro de infusos de llex paraguariensis, Camellia sinensis e
Ardisia compressa comparando com padrdes de polifendis em modelo de
citotoxicidade em células HepG2 e atividade antitopoisomerase. O infuso de llex
paraguariensis apresentou elevada citotoxicidade e inibiu signitivamente a
topoisomerase IlI, um bio-marcador da proliferagcdo de células cancerigenas.
Segundo os autores, este resultado faz desta espécie um candidato promissor para
estudos de atividade quimiopreventiva. Pesquisadores do mesmo grupo, ao avaliar
os extratos de llex paraguariensis, em modelo de carcinoma oral, in Vvitro,

observaram a inibigao da proliferagao celular (MEJIA, 2005).
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4. MATERIAL
4.1. Equipamentos e acessorios

Balanga analitica Sartorius 2402; centrifuga Eppendorf 5403;
espectrofotdometro Hewlett Packard HP; espectrofotometro Shimadzu UV 190;
evaporador rotatério Buchi R 114; guilhotina para animais de porte pequeno Ugo
Basile; homogeneizador — Sonicator ultrasonic processor Heat Systems;
liofilizador Edwards Modulyo 4K; manta aquecedora termostatizada Fisatom
402; pipetas regulaveis Gilson Pipetman, P10,P20, P100, P200 e P 1000.

agitador Vortex Phoenix AT 56; potenciometro pH-metro B374 Micronal.

4.2. Solventes, reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados, a ndo ser nos casos de especificagdo contraria

devem apresentaram grau de pureza pré-analise (p.a).

Acido acético glacial; acido ascorbico; acido cloridrico; acido formico; acido
tricloroacético; adrenalina; agua destilada; alcool etilico; alcool n-butilico, carbonato
de potassio; catalase; ciclo-hexano; cloreto de sddio; cloroférmio;
dinitrofenilhidrazina — DNPH; éter de octilpolietilenoglicol - Triton® X-100; fosfato
dibasico de potassio; fosfato dibasico de sédio hepta-hidratado; fosfato monobasico
de potassio; hidroxido de sédio; luminol; malondiadeido — MDA; metanol; metanol
(CLAE); nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida — NADPH; perdxido de
hidrogénio; sal de sédio do acido etilnodiamina tetra-acético — EDTA; solugao
aquosa de metanamina 0,5 % (m/v); solugdo de acido fosférico 0,16M; solugéo
etandlica de polietilenoglicol 400 30 %; solugado tampéo glicina; solugado tampéo pH
4,0; solucdo tampao pH 7,0; sulfato ferroso hepta-hidratado; 1,1,3,3-

tetrametoxipropano; tetracloreto de carbono.

4.3. Adjuvantes
celulose microcristalina (Avicel®)

dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200®)



109

maltodextrina (Glucidex®)
4.4. Substancias de referéncia

2,2’-azo-bis(2-amidinopropano)(ABAP); acido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromo-2-carboxilico (Trolox); acido ascoérbico; acido caféico (Merck); acido

clorogénico (Sigma).

4.5. Material biolégico

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com dois meses de idade, pesando de
250 a 350 g, provenientes do biotério do Centro de Reproducéo e Experimentagéo
de Animais de Laboratorio do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em

condi¢cdes normais de biotério, com livre acesso a ragdo e agua.



110

5. METODOLOGIA

5.1. Avaliagao da atividade antioxidante in vitro do PSI-A, PSI-B, PSI-C, PSI-D,
ESLI e FPI

Os estudos in vitro foram realizados com a finalidade de auxiliar na selegao
do extrato a ser desenvolvido em escala semi-industrial, comparado as fragdes

polifendlicas obtidas.
5.1.1. Potencial Antioxidante Total (TRAP) (WAYNER et al., 1985)

Para a contagem de quimioluminescéncia basal adicionou-se 4,0 ml de
solugdo de ABAP 10 mM em tampéo glicina 0,1 M (pH 8,6). A seguir, adicionou-se
10 ul de solugéo de luminol 4 mM a mistura anterior como padrdao externo para
monitorar a produgéo de radicais livres. Este meio foi previamente incubado a 25 °C

durante 2 horas para estabilizac&o da leitura de quimiluminescéncia.

ApOs a incubagao foram adicionados ao meio reacional 10 ul dos diferentes
extratos, as fragdes polifendlicas e o padrao antioxidante, constituindo os diferentes

grupos de tratamentos, conforme descrito na tabela 2.2.

Tabela 2.2. Grupos de tratamentos testados.

Grupo Concentragoes testadas
ESLI 0,125; 0,25; 0,625 pg/ml
PSI-A 0,125; 0,25; 0,625 pg/ml
PSI-B 0,125; 0,25; 0,625 pg/ml
PSI-C 0,125; 0,25; 0,625 pg/ml
PSI-D 0,125; 0,25; 0,625 pg/ml
FAB 0,025; 0,0625; 0,125 pg/ml
FF 0,025; 0,0625; 0,125 ug/ml
Trolox 200 nM

ESLI: extrato seco liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosilg; PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Avicel®; FAB e FF: fragbes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.
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Todos os adjuvantes empregados no preparo dos produtos secos por spray-
drying foram ensaiados na concentragdo equivalente a maior dose testada de

produto seco para cada grupo.

A quimioluminescéncia produzida foi quantificada e registrada em cintilador,
ap6s 60 minutos da adicdo dos tratamentos. Apds os diferentes tratamentos, a
intensidade de quimioluminescéncia foi medida. O tempo necessario para que a
contagem retornasse ao valor inicial foi comparado ao tempo de indugdo do trolox no
mesmo sistema. A capacidade antioxidante foi expressa como capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox (CAET, mM).

5.1.2. Medida da lipoperoxidacao (TBARS) in vitro

Para o ensaio, foi empregada como fonte de lipidios homogeneizados de
gema de ovo (RUBERTO et al., 2000).

Procedimento

Em tubos Pirex® com tampa de rosca foram adicionados 1000 pl de
homogeneizado de gema de ovo 1% (v/v) em solugéo salina. A este meio foram
pipetados 100 pl dos diferentes extratos e fragdes polifendlicas, constituindo os

diferentes grupos de tratamentos (tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Grupos de tratamentos testados no ensaio de lipoperoxidagéo.

Grupo Concentragoes testadas
ESLI 0,1;0,5; 1,0; 5,0; 10,0 ug/ml
PSI-A 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 pug/ml
PSI-B 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 pug/ml
PSI-C 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 ug/mi
PSI-D 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 ug/mi
FAB 0,1;1,0; 2,0; 3,0; 5,0 png/mi
FF 0,1;1,0; 2,0; 3,0; 5,0 pug/mi

ESLI: extrato seco liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Avicel®; FAB e FF: fragdes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.

Todos os adjuvantes empregados no preparo dos produtos secos por spray-
drying foram ensaiados na concentracdo equivalente a maior dose testada de

produto seco para cada grupo.

Apés a adicdo das amostras foram pipetados 100 ul de AAPH (120 mM) em
tampao TBA. Ao final foi adicionado tampao TBA até volume de 1,2 ml. Esta mistura
foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Passado este periodo retirou-se 300 ul de cada
tubo e transferiu-se para tubos tipo eppendorf. 600 ul de TCA 15% foram
adicionados aos tubos eppendorfs e centrifugados a 10000 g a 4 °C. 500 pl do
sobrenadante de cada eppendorf foram transferidos para tubos de reagdo e
acrescidos de 500 ul de TBA 0,67 % em agua Milli-Q. A mistura final foi aquecida em
banho-maria durante 30 minutos. Apds este periodo a absorvancia foi medida a 532

nm.

A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibicdo da

peroxidagao de lipideos, segundo a equagao 1.
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ADS conr — AbS 05

Inibicdo da peroxidacgao lipidica (%) =
ADS conr

x100 (1)

Onde Abscnt € a absorvancia do controle que n&o recebeu tratamento e
Abs.mos @ absorvancia das amostras incubadas com diferentes concentracdes dos

tratamentos.

A concentracdo do extrato (mg/mL) necessaria para inibir 50% da

peroxidacao lipidica (1Cs) foi calculada.

Preparagao da curva padréao de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP)

A curva padrdo de TMP foi preparada a partir de uma solugdo aquosa na
concentragdo de 2,0 nmol/ml. Aliquotas de 30; 60; 120 e 180 ul da solugdo TMP
foram transferidas para tubos de vidro e o volume completado para 500 ul com agua

destilada. As solugdes foram preparadas em triplicata.

5.1.3. Ensaio da atividade scavenger de radicais hidroxila ("OH)

Em tubos Pirex® com tampa de rosca foram adicionados 100 pl de 2-
deoxirribose (50 mM) em agua Milli-Q (substrato), 100 ul de FeSO,4 (60 mM), 100 pl
H202 (1 mM) em agua Milli-Q (sistema gerador). A este meio foram adicionados 100
ul dos diferentes extratos, fragdes polifendlicas e o padrao antioxidante, constituindo

os diferentes grupos de tratamentos, conforme descrito na tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Grupos de tratamentos testados no ensaio da atividade scavenger de
radicais hidroxila.

Grupo Concentragoes testadas
ESLI 0,1;0,5; 1,0 ; 5,0 ug/mi
PSI-A 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml
PSI-B 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml
PSI-C 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml
PSI-D 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml
FAB 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml

FF 0,5; 1,0; 5,0; 50 pg/ml
Trolox 200 nM

ESLI: extrato seco liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Avicel®; FAB e FF: fragbes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.

Todos os adjuvantes empregados no preparo dos produtos secos por spray-
drying foram ensaiados na concentragdo equivalente a maior dose testada de

produto seco para cada grupo.

Apos a adicdo das amostras foi adicionada solugdo tampao fosfato de sodio
20 mM (pH 7,2) até volume de 900 ul. Ao final foi adicionado 100 ul de H>O, (10
mM) em &gua Milli-Q. Esta mistura foi incubada a 27 °C por 15 minutos. Passado
este periodo a reacdo foi interrompida mediante a adicdo de 500 pl de acido
fosférico 4 % (v/v). Apds a incubagao 500 ul de TBA (1,0 %) em NaOH 50 mM, foi
adicionados. A mistura final foi aquecida em banho-maria durante quinze minutos.

Apods este periodo a absorvancia foi medida a 532 nm.

O percentual de inibigdo de radicais hidroxila (atividade scavenger de radicais

hidroxila) sera expresso pela equacgao 2.

AbSCONT — Abs AMOS
Abs CONT

Inibig&o (%) = x100 (2)
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5.2. Avaliagao da atividade antioxidante ex vivo dos PSl e FPI

A partir dos resultados obtidos na avaliagao da atividade antioxidante in vitro
dos produtos secos PSI-A, PSI-B, PSI-C e PSI-D, foram previamente selecionados
os produtos PSI-A e PSI-D, os quais demonstraram-se promissores tanto quanto a
atividade antioxidante como quanto a viabilidade tecnologica de produgcdo em escala
semi-industrial. Estes extratos foram avaliados quanto a atividade antioxidante ex

vivo, juntamente com as fragdes polifenolicas FAB e FF.

5.2.1 Material biolégico

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 2 a 3 meses de idade, pesando
de 250 a 350 g.

5.2.2 Obtencao de fatias de figado e preparagao do homogeneizado (RUDNICKI,
2005)

Procedimento

Os figados dos animais foram retirados, cirurgicamente, sendo transferidos
para placas de Petry contendo tamp&ao Krebs-Ringer 10 mM de glicose (pH 7,4) em
gelo, onde foram cortados e selecionados pedacos proximos as bordas. Os figados
foram fatiados em chopper, em fatias de 400 um de espessura. As fatias foram
separadas e colocadas em copo de becker contendo 2,0 ml de tampao Krebs-Ringer
10 mM de glicose (pH 7,4). Cada grupo foi constituido por 5 fatias. A seguir os
grupos foram pré-incubados por 10 minutos em 37 °C, em atmosfera de carbogénio
(95% 02/5% COy), equilibrado com tampéo fosfato Krebs-Ringer 10 mM de glicose
(pH 7,4), em banho de agua sob agitagcéo (60 oscilagbes/min). Apos este periodo o
tampéo foi trocado por um volume de 1,0 ml e incubado novamente por um periodo
de 30 minutos para lavagem das fatias. Ao final de 30 minutos o tamp&o foi

substituido por 1,0 ml dos tratamentos constituindo os diferentes grupos (tabela 2.5).
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Tabela 2.5. Grupos de tratamentos testados no ensaio ex vivo.

Grupo

Tratamentos

Controle
Controle induzido
Antioxidante

Antioxidante induzido

PSI-A

PSI-A induzido

Adjuvante PSI-A

Adjuvante PSI-A
induzido

PSI-D

PSI-D induzido

Adjuvante PSI-D

Adjuvante PSI-D
induzido

FAB

FAB induzido

FF

FF induzido

incubacédo com tampéo fosfato Krebs-Ringer
incubag¢ao com t-BHP 0,5 mM
pré-incubadacdo com Trolox 10 mM

pré-incubadacdo com Trolox 10 mM seguida de indugéao
com t-BHP 0,5 mM

pré-incubagao com 0,25 ug/ml

pré-incubadacgao 0,25 pug/ml seguida de indu¢do com t-BHP
0,5 mM

pré-incubagao com dioxido de silicio coloidal

pré-incubagdo com dioxido de silicio coloidal seguida de
inducdo com t-BHP 0,5 mM

pré-incubagédo com 0,25 pg/ml

pré-incubadacgao 0,25 pug/ml seguida de indugado com t-BHP
0,5mM

pré-incubagao com com diéxido de silicio colidal e celulose
microcristalina

pré-incubagdo com dioxido de silicio colidal e celulose
microcristalina seguida de indugado com t-BHP 0,5 mM

pré-incubagdo com F100+10 0,125 pg/ml

pré-incubagdgo com F100+10 0,125 pg/ml seguida de
indugao com t-BHP 0,5 mM

pré-incubagédo com F50 0,125 pg/mi

pré-incubagdo com F50 0,125 pg/ml seguida de indugao
com t-BHP 0,5 mM

PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil+ 15 % Avicel®; FA e

FF: fragdes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.

Os diferentes grupos de tratamentos foram mantidos sob incubagao por mais

30 minutos, quando foi adicionado 20 ul do indutor de dano ter-butilhidroperéxido (t-

BHP) 0,5 mM aos grupos correspondentes e mantidos sob incubagao por 30

minutos.
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Apos a incubacgao final, as fatias de figado foram removidas e o meio foi
centrifugado a 5000 rpm durante 10 minutos. A porgédo superior foi retirada com
auxilio de pipeta automatica e conservada em temperatura ambiente até utilizagcéo

nos ensaios de quantificacdo da lactato desidrogenase (LDH).

Para o ensaio de lipoperoxidagdo e ensaio de dano protéico, as fatias de
figado foram homogeneizadas em tamp3ao fosfato, pH 7,0 e congeladas a -75 °C até

analise.
Determinacédo da concentracao de proteinas (LOWRY et al., 1951)

A concentragdo de proteinas totais no homogeneizado do figado foi
determinada pelo método de LOWRY e colaboradores (1951), adaptado para leitor

de placas, utilizando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrao.
Preparacao dos reativos

Para a preparagdo do reagente CTC (cobre-tartarato-carbonato) foram
preparadas trés solugdes. Para a solugao A, 20,0 g de Na,COg3 foram transferidos
para um béquer de plastico e dissolvidos em 100 ml de agua. A solugao B foi obtida
pela dissolugédo de 0,2 g de CuS0O4.5 H,O em 40 ml de agua. A solugdo C foi
preparada adicionou-se 0,4 g de KNaC4H4Os. 4H,O em 40 ml de agua. O reagente

CTC foi obtido pela mistura das solugdes 2, 3 e 1, respectivamente.

O reativo de Lowry foi obtido pela mistura de 10 ml de CTC, 10 ml de SDS 10
%, 8 ml de NaOH 1N e 12 ml de agua.

Preparacéo da curva padréao

A curva padrdo de BSA foi preparada a partir de uma solugdo aquosa na
concentragédo de 0,5 mg/ml. Em placas de poliestrireno de 96 pogos foram pipetadas
aliquotas de 10, 20, 30, 40 e 60, 70, 80, 90 e 100 ul da solugdo de BSA e o volume

completado para 100 ul com agua. As solugdes foram preparadas em triplicata.

A cada pocgo contendo as diferentes concentracbes de BSA foram
adicionados 100 pl do reativo Lowry. Apds 10 minutos, foram adicionados 100 ul do

reativo de Folin-Cicalteau 0,4N, seguido de agitacdo em placa. Trinta minutos apds



118

adicao do reativo de Folin-Cicalteau, placa foi transferida para leitor de placas e a

leitura realizada em 750 nm.
Procedimento para o homogeneizado

Em placas de poliestireno cristalino de 96 pocos e fundo plano (Alfesa -Sao
Paulo/Brasil) foram pipetados 5,0 ul de homogeneizado, em seguida foram
acrescentados 95 ul de agua e 100 pl do reativo de Lowry. Apdés 10 minutos, foram
adicionados 50 pul do reativo de Folin-Cicalteau 0,4 N seguido de agitagdo. Trinta
minutos apos adi¢ao do reativo de Folin-Cicalteau, placa foi transferida para leitor de
placas e a leitura realizada em 750 nm. Cada homogeneizado foi preparado em

triplicata.

5.2.3. Ensaio de citotoxicidade via estresse oxidativo - quantificagao da lactato-

desidrogenase (LDH)

O potencial citotéxico dos extratos foi avaliado por meio da determinagao da
lactato-desidrogenase, uma enzima citosolica indicadora de dano celular. Sua
determinacdo € feita empregando o método espectrofotométrico, o qual que se
baseia na oxidagdo do lactato a piruvato na presenga do NAD que é reduzido a
NADH, frente a um agente que cause dano oxidativo (FeSO4). Foi realizada

empregando um kit comercial (LDH Labtest® Diagndstiva S.A).

A porcao superior do homogeneizado de figado de rato foi centrifugada a
5000 rpm durante 2 minutos. Apos este periodo o sobrenadante foi transferido para
tubos tipo eppendorf em duplicata correspondendo ao branco (B) e teste (T) para
cada grupo de tratamento analisado. O teste foi realizado conforme protocolo do

fornecedor seguindo esquema abaixo ilustrado:
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Branco Teste Padrao
Tampao 320 pl - 320 pl
Substrato - 320 pl -
Amostra 25 ul 25 ul 16 ul

Incubagao por 2 minutos a 37 °C

Reagente de cor | 64 pl 64 pl -

Incubagao por 5 minutos a 37 °C

Estabilizador 640 pl 640 pl 640 pl

Incubacéo por 5 minutos a temperatura ambiente

Reagente de cor: contém INT (cloreto de iodofenil-nitrofenil tetrazolio) 4 nmol/l; NAD 7,5 nmol/l; fenazida 4,6
nmol/l e azina sodica 7,7 nmol/l.
Estabilizador: contém acido clorédrico 200 nmol/l.

Apos este periodo a absorvancia foi medida em 500 nm utilizando agua

destilada como branco. O calculo foi expresso pela equagao 3.

Desidrogenase Lactica (U/L) = ADS o, — ADS

controle % 1 50 (3)
Abs

padréao

Onde: Abs= absorvancia (teste, controle e padrao)

5.2.4. Medida da lipoperoxidagcao (TBARS) (DRAPER E HADLEY,1990)

Aliquotas do homogeneizado do figado contendo 1,0 mg de proteinas foram
pipetadas em tubos de ensaio e o volume completado a 300 uL com tampéao PBS. A
seguir foram adicionados 600 pul de acido tricloroacético 15% (TCA) e a mistura
centrifugada a 11000 rpm, durante 10 minutos. Apds centrifugagdo, 500 ul do
sobrenadante foram transferidos para tubos de reagéo acrescidos de 500 ul de TBA
0,67% em agua purificada Milli-Q. A mistura final foi aquecida em banho-maria

durante 20 minutos. Apds este periodo a absorvancia foi medida em 532 nm,
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utilizando-se o malonaldeido (MDA) como padrdo (¢ = 1,56. 10° M. cm™). Os

resultados foram expressos como nmol MDA/mg proteina em cada amostra.

As concentracbes de MDA foram determinadas pela comparagdao a curva

padrao de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP).

Preparacéo da curva padrao de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP)

A curva padrdao de TMP foi preparada a partir de uma solugdo aquosa na
concentragéo de 2,0 nmol/ml. Aliquotas de 30; 60; 120; 220; 300; 500 ul da solugao
de TMP foram transferidas para tubos de vidro e o volume completado para 500 pl

com agua destilada. As solugdes foram preparadas em triplicata.

5.2.5. Dano protéico (LEVINE et al., 1990)

Em tubos de ensaio foram adicionados 500 uL do homogeneizado de fatias
de figado de rato e centrifugados a 6000 rpm durante 3 minutos. Apds centrifugagao,
300 uL da fase superior foram submetidos a precipitagdo com igual volume de TCA
20 %. A mistura foi novamente centrifugada a 7000 rpm durante 5 minutos, sendo o
sobrenadante descartado ao final. As proteinas precipitadas foram ressuspensas em
500 ul de tampao KCI (120 mM), KH,PO4 (30 mM, pH 7,4) para determinacdo da

concentracao de proteinas (conforme descrito no item 5.2.2).

Uma aliquota de 200 uL da proteina ressuspensa foi pipetada para o preparo
do branco e da amostra, sendo o volume final completado a 500 ul de tampao KCI
(120 mM), KH2PO4 (30 mM, pH 7,4). A esta mistura foram adicionados 500 ul de HCI
2 M ao tubo contendo o branco e, 500 pl de DNPH 10 mM (diluido em HCI 2N) ao
tubo contendo a amostra. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 30
minutos. Apés este periodo, foram adicionados 250 uL de TCA 20 %, a mistura foi
novamente centrifugada a 22000 rpm durante 3 minutos. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante foi descartado e as proteinas precipitadas foram lavadas trés vezes

com 1000 pL de uma mistura de etanol:acetato de etila (1:1, v/v) sendo, novamente,
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centrifugadas a 22000 rpm durante 3 minutos. O residuo sélido resultante foi
dissolvido em 1000 ul de uréia 8,0 M, pH 2,3 e mantido em banho-maria a 37 °c por
15 minutos, sendo posteriormente centrifugado. A absorvancia da solugdo obtida
apos centrifugacgéo, foi lida em 370 nm para quantificar o conteudo de carbonila

protéica.

O conteudo total de carbonila é estimado pela diferenga entre os valores de
absorvancia das amostras tratadas com DNPH e amostras tratadas somente com
HCL sem DNPH. Os dados foram expressos como nM de carbonila/mg de proteina,

utilizando o coeficiente de extingdo de 22000 mM™" cm™.

5.3. Avaliagao da atividade antioxidante in vivo do PSI

Todos os experimentos abaixo discriminados estdo em concordancia com o
estabelecido no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals promulgado pelo
NIH (1985) e de acordo com principios éticos na experimentagdo animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal (COBEA), tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
em reunido n° 12, ata n° 78, de 09/11/2006, sob nimero de registro: 2004321.

5.3.1 Material biolégico

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com dois meses de idade, pesando de
250 a 350 g, provenientes do biotério do Centro de Reproducéo e Experimentagéo
de Animais de Laboratorio do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em

condi¢cdes normais de biotério, com livre acesso a ragdo e agua.

5.3.2. Preparacao das amostras e tratamento dos animais

Para a escolha do tamanho da populagcdgo em estudo, protocolos pré-

estabelecidos e previamente descritos na literatura para avaliagdo da atividade
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antioxidante in vivo (SAMUEL et al. 2005; TIEPPO et al., 2006) foram considerados.

Grupos de animais (n=10) foram tratados com PSI-A, disperso em solugao
salina a 0,9 %. A dose de 386 mg de produto seco por spray-drying por kg de animal

foi administrada por via oral, empregando sonda gastrica.

Um segundo grupo de animais (n=10) foi tratado, por via oral, com diéxido de
silicio coloidal, disperso em solucéo salina a 0,9 %, na dose de 166 mg por kg de

animal, por via oral empregando sonda gastrica.

O grupo controle (n=10) recebeu o veiculo empregado para dissolugao das

amostras testadas, por via oral.

Todos os grupos foram tratados por um periodo de 30 dias em horario fixo,

pré-estabelecido, entre 15 e 16 horas, no periodo da tarde.

A atividade antioxidante in vivo do PSI-A e dioxido de silicio coloidal foi
avaliada empregando o modelo de dano oxidativo hepatico induzido por tetracloreto
de carbono (CCls), um potente agente hepatdxico que é biotransformado a radical
triclorometila (CCls- e/ou CCI;00-) pelo sistema P450, o qual desencadeia o
processo de peroxidagdo lipidica das membranas (McCAY et al., 1984,
RECKNAGEL et al., 1989; ALEYNIK et al., 1997). Ao final do tratamento de 30 dias,
0s animais receberam, por via intra peritonial, CCl; em dose unica de 1,0 ml/kg de
animal, previamente dissolvido em oOleo vegetal. Apds o periodo de seis horas da
administragdo de CCl4, 0s animais foram sacrificados em camara de CO,. Apds o
sacrificio o figado dos animais foi removido, cirurgicamente, para obtengdo do

homogeneizado.

Apos sacrificio, os animais foram congelados e encaminhados para o Centro
de Controle de Zoonoses da PMPA-SMS para descarte.

5.3.3. Preparacao do homogeneizado

ApoGs a remogdo do figado dos animais, o 6rgdo foi homogeneizado em

tampéo fosfato pH 7,0 e congelado a -75 OC até analise.
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5.3.4. Medida da lipoperoxidagao (TBARS)

Realizada conforme descrito na seg¢ao 5.2.4.

5.3.5. Dano protéico

Realizada conforme descrito na seg¢ao 5.2.5.

5.3.6. Medida da atividade enzimatica

Preparacdo do homogenezado de figado.
Realizada conforme descrito na se¢ao 5.3.3.

Medida da atividade da enzima catalase (CAT).

A atividade da catalase (CAT) foi determinada em homogeneizado de fatias
de figado de rato pelo método de AEBI (1984).

Procedimento

Uma aliquota de 100 ul da porg¢ao superior do homogeneizado de figado de
rato foram suspensos em 1,0 ml de tampao PBS. Retirou-se uma aliquota de 100 pl
da suspensao que foi diluida em 1,0 ml de tampéao catalase (D1). Desta solugéo,
uma aliquota de 100 ul foi diluida a 1,0 ml com tampao catalase(D2). A solugao

resultante foi sonicada e centrifugada a 6000 rpm, durante 10 minutos.

O meio reacional foi preparado adicionando-se 40 ul de H,O, a 8,8 M a 25,0
ml de tampé&o catalase. Foram pipetados 1,0 ml deste meio em cubeta de quartzo, e
o espectrofotdmetro calibrado com um branco de mesma composi¢céo, porém sem a
adicdo de HyO,. Apds a adicdo de 100 ul de amostra, foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 240 nm, em temperatura ambiente (22 + 2°C), durante 0; 30, 60

e 90 segundos.
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A atividade da catalase foi expressa em U/mg de proteina, considerando que
cada unidade (1 U) equivale a quantidade de catalase necessaria para decompor 1,0
umol de H2O2, num minuto, nas condigbes indicadas no ensaio, de acordo com a

equacéo 4.

_ 2361(Abs, — ABS;)

UCat = = U /mg de proteina (4
ABS x|proteinal gcep @)

Onde: Abs, = absorvancia inicial (nm); Absg = absorvancia final (nm); [proteina] =

mg.

Medida da atividade da enzima superoxido desmutase (SOD).

A atividade da superdéxido dismutase (SOD) foi determinada em
homogeneizado de figado de rato pelo método de BANISTER E CALABRESE
(1987), o qual consiste na medida da formacdo do adrenocromo proveniente da
oxidagdo da adrenalina em presenga de acido cloridrico (HCI), adaptado para leitor

de placas.
Preparacdo da amostra.

Uma aliquota de 100 ul da por¢ao superior do homogeneizado foi diluida em

200 pl de tampéo glicina 50 mM (pH 10,2).
Procedimento

Primeiramente, foram realizadas leituras da auto-oxidagdo da adrenalina. Em
placas de poliestrireno de 96 pogos foram pipetadas aliquotas de 5 ul de catalase 10
mM e 195 ul de tampao glicina 50 mM (pH 10,2). Realizou-se a leitura do branco,
adicionando-se, em seguida 5,0 ml de adrenalina 60 mM. Para a leitura das
amostras foram colocados nos pogos 5 ul de catalase 10 mM, aliquotas de 5, 10, 15
e 20 ul de de amostra a ser analisada, completando-se o volume para 195 ml com
tampéao glicina 50 mM (pH 10,2). Realizou-se a leitura do branco, adicionando-se,
em seguida 5,0 ml de adrenalina 60 mM. A leitura da absorvéancia foi realizada a 480

nm, durante 10 minutos, com intervalos de 10 segundos de leitura, em temperatura
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ambiente (37 + 2°C), sendo a atividade da enzima expressa em U/mg de proteina.

5.4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e analisados
estatisticamente pelo Teste “t” de Student e Analise da Varidancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey para as variaveis distribuidas normalmente. Os
dados com distribuicdo ndo-normal foram analisados pelo teste ndo-paramétrico

de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparag¢des multiplas de Dunn.



126

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Avaliagado da capacidade antioxidante in vitro

Varios métodos tém sido desenvolvidos para medir a capacidade
sequestradora de espécies redoxi-ativas, como um indicador da atividade
antioxidante in vitro. Tais métodos sao, geralmente, baseados na inibicdo da
acumulagado de produtos oxidados, visto que a geragdo de espécies redoxi-

ativas é bloqueada pela adigado de antioxidantes (CHOI et al., 2002).

Um dos procedimentos mais empregados para avaliar a capacidade
antioxidante de uma substancia é a analise de seu potencial de captura de
radicais (Total Radical Potential-TRAP) (WAYNER et al., 1985).

Este método se baseia na medida dos tempos de inducédo da oxidacao de
uma dispersdo de lipidios expostos a uma fonte de radiais livres com
velocidade, constante e conhecida, de producgao de radicais livres em condi¢cdes
anaerodbias. O ABAP (2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) é empregado como fonte de
radicais livres e a diminuicdo na concentragdo de oxigénio € usada para medir a
velocidade de oxidagédo. A quimiluminescéncia do luminol € utilizada para avaliar os
niveis de TRAP, sendo estendida a determinagao da capacidade de uma substancia
em provocar a diminuigdo da concentragao estacionaria de radicais livres, formados
a partir do ABAP (LISSI et al., 1995).

No presente trabalho o potencial antioxidante total (TRAP) de produtos secos
e fracbes polifendlicas de llex paraguariensis foi avaliado empregando-se o método
de quimiluminescéncia emitida por luminol. A adicdo de concentragdes crescentes
dos diferentes produtos secos por spray-drying ao meio reacional ocasionou
significativa reducdo na quimiluminescéncia emitida por luminol, em todas as
concentracdes testadas. Esta reducao foi mais acentuada e duradoura para a maior
concentragao testada (0,625 pg/ml), a qual ocasionou uma diminui¢do de cerca de
20 % na intensidade da luminescéncia, superando o efeito observado pelo trolox
(Figura 2.5), sendo um pouco mais acentuada para o produto PSI-D. Os diferentes

adjuvantes empregados na secagem n&o demonstraram efeito redutor de
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quimiluminescéncia descartando, assim, um possivel efeito antioxidante dos

mesmos.
PSI-A PSI-B .
— Sistema — Sistema
=——0,125 ug/ml =—0,125 ug/ml
0,25 ug/ml 0,25 ug/ml
—0,625 ug/ml —0,625 ug/ml
1901 —adjuvante 100 —adjuvante
80 1 —trolox 0,5 ug/ml —trolox 0,5 ug/ml
= 80
5 *1 Z 60
= 40 E S
= a0
20 -
I 20
0 T T T T
0 . : ‘ ‘
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
numero de ciclos ntimero de ciclos
PSI-C . PSI-D ——Sistema
Sistema — 0,125 ug/ml
—0,125 ug/ml — 0,25 ugimi
0,25 ugfmi — 0,625umg/ml
0625 ug/ml 100 4 ——adjuvante

= adjuvante
= trolox 0,5 ug/ml

80 J —trolox 0,5 ug/ml

60 -

% CPM
o
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Figura 2.5. Cinética antioxidante, in vitro, dos produtos secos de llex
paraguariensis, medida por quimiluminescéncia. PSI-A: 70 % de residuo seco +
30 % Aerosil®; PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®;
PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco +
15 % Aerosil®+ 15 % Avicel.

Na figura 2.6 observa-se o perfil de quimiluminescéncia emitida por luminol
apos a adicao de concentragbes crescentes de fragbes polifendlicas e do
produto seco liofilizado que as originou. Semelhante ao observado para os
produtos secos por spray-drying houve significativa reducdo na
quimiluminescéncia emitida por luminol, sendo esta reducdo proporcional ao
aumento nas concentragdes testadas. No entanto, cabe salientar que a semelhanca
no perfil cinético das fragdes em relagdo aos produtos secos foi obtida empregando
concentragdes cerca de 10 vezes menores tanto para a fragdo FAB como FF, o que

sugere um potencial antioxidante superior para as fragoes.
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Figura 2.6. Cinética antioxidante, in vitro, do produto seco liofilizado e fragbes
polifendlicas, medida por quimioluminescéncia. ESLI: extrato seco liofilizado;
FAB: fracdo polifendlica | - processo submetido a registro; FF: fragao
polifendlica Il - processo submetido a registro.

A tabela 2.6 apresenta os valores de capacidade antioxidante total
calculada para os diferentes extratos testados. Observa-se que o efeito
antioxidante apresentado foi proporcional ao teor de polifendis dos produtos
testados. Entre os produtos secos por spray-drying PSI-C e PSI-D apresentaram
atividade antioxidante mais pronunciada. As fragbes foram mais ativas, na

ordem FF>FAB, comparativamente ao extrato liofilizado que lhes deu origem.
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Tabela 2.6. Teor de polifendis totais (TPT) e capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (mM)(CAET) dos extratos secos e fragdes polifendlicas
obtidos pelo TRAP.

Extratos

ESLI PSI-A PSI-B  PSI-C PSI-D FAB FF

TPT 240,71 16159 172,44 177,71 193,42 192,70 422,04
(mgl/g)

CAET 0,24 0,13 0,14 0,21 0,22 0,37 0,41
(mM)

TPT: determinado por CLAE. ESLI: extrato seco liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-B:
70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D:
70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel®; FAB e FF: fragdes polifendlicas — processo submetido a
registro de patente.

Embora os resultados obtidos neste ensaio tenham sido promissores, em que
as amostras mostraram-se potencialmente antioxidantes ensaios adicionais foram

realizados com o intuito de aprofundar a investigagao.

A avaliagdo da peroxidagédo lipidica foi realizada. A protecdo contra a
peroxidacao lipidica in vitro foi avaliada por meio da deteccdo de derivados
lipoperéxidos formados, empregando como substrato alvo homogeneizado de
gema de ovo (RUBERTO et al., 2000). Dentre outros produtos formados destaca-se
o malondialdeido (MDA), o qual reage em meio acido com o acido tiobarbiturico
(TBA) na proporgéao de 2:1 formando um éster com absorgéo caracteristica a 532 nm
(OHKOWA et al., 1979).

Todos os produtos secos diminuiram a peroxidacao lipidica, de maneira
dose-dependente (figura 2.7). Entre os produtos secos por spray-drying PSI-A e
PSI-D mostraram-se mais efetivos em todas as concentracdes testadas, sendo
o potencial em reduzir a peroxidagao lipidica mais expressivo na concentragao

de 5,0 pug/ml.



130

% inibicao da lipoperoxidagac

amostras (pg/ml)

Figura 2.7. Inibicdo da peroxidacéo lipidica em homogeneizado de gema de ovo. Os
resultados representam a média + o desvio-padrdo. (n=3). ESLI: extrato seco
liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-B: 70 % de
residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco +
30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+ 15 % Avicel.

O mesmo comportamento foi observado para as fracdes polifendlicas
(figura 2.8). As fragbes polifendlicas testadas apresentaram importante efeito
protetor da lipoperoxidagao, sendo que a fracdo FF mostrou-se ligeiramente
mais eficiente quando comparada a fragdo FAB. No entanto, considerando que
a concentracdo de polifendis € mais que o dobro em FF do que FAB, o efeito

sobre a lipoperoxidagao in vitro ndo se revelou proporcional.
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Figura 2.8. Porcentagem de inibigdo da peroxidagdo lipidica em homogeneizado
de gema de ovo. Os resultados representam a média + o desvio-padrdo. (n=3);
FAB e FF: fragdes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.

Na tabela 2.7 sdo apresentados as concentragdes dos produtos testados
(ng/ml) necessarias para inibir 50 % da peroxidacgéo lipidica (IC 50%). Tais valores
corroboram que, entre os produtos secos por spray-drying, PSI-A e PSI-D mostram-
se mais promissores, uma vez que apresentam menores valores de IC 50%,

seguidos das fragdes polifendlicas.
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Tabela 2.7. Concentracao inibitéria da peroxidacao lipidica para os produtos
secos e fragdes polifendlicas de llex paraguariensis.

Extratos IC 50%
ESLI 3,52
PSI-A 1,26
PSI-B 2,77
PSI-C 3,09
PSI-D 0,92
FAB 2,27
FF 1,94

ESLI: extrato seco liofilizado; PSI-A: 70 % de residuo seco + 30 % Aerosilg; PSI-B: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Glucidex®; PSI-C: 70 % de residuo seco + 30 % Glucidex®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 %
Aerosil®+ 15 % Avicel®; FAB e FF: fragbes polifendlicas — processo submetido a registro de patente.

A lipoperoxidagéo €, caracteristicamente, uma reagdo em cadeia iniciada pela
abstracdo de um atomo de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado por um
radical livre. Esta etapa leva a formacéo de outros radicais que propagam a reagao
peroxidativa e carbonilas téxicas, como o malondialdeido, a diversas estruturas
celulares. Pode-se, entdo, afirmar que in vitro, tantos os produtos secos quantos as
fragbes polifendlicas demonstraram atividade antioxidante promissora, podendo

auxiliar na prevencao e combate aos danos celulares causados pela lipoeroxidagao.

O radical hidroxila (*OH) é a espécie mais reativa encontrada em meios
biolégicos, reagindo no proprio sitio onde foi gerado, sendo responsavel por grande
parte dos danos celulares provenientes das espécies redoxi-ativas, causando
quebras na estrutura do DNA, lipoperoxidagdo de membranas e também, oxidagao
protéica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Para determinar se os produtos secos e fragdes polifendlicas poderiam, de
alguma forma, afetar a formag&o ou os efeitos deste radical, utilizou-se um método

de geragao de *OH que se baseia na oxidagao da 2-deoxirribose provocada por *OH,
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produzido pela reagcdo de H,O, com o ferro, descrito por CHUNG e colaboradores
(1997). Esta técnica espectofotométrica determina a degradagdo oxidativa da 2-
deoxirribose (2-DR) mediada por radicais hidroxila. Os radicais hidroxila sdo gerados
pela reacdo de Fenton na presenca de Fe?*. O principio do ensaio é a quantificacdo
do produto de degradagdo da 2-DR, o malondialdeido (MDA), através de sua

condensagao com o acido tiobarbiturico (TBA) (figura 2.9).

HO
\EH, o OH i
/ T e
H H + '0 H : > H H + NH
! | t:'ﬁll 'ﬂﬁ%ﬁ/ =g OJ,&LN,JL% <
oH H H
2-DR MDA TBA
T T HO.  _MN._ _BH
T;(_ e
(» =532 nm) = CH—CH=CH~"
OH \\1:
MDA-TBA

Figura 2.9. Substancias geradas pela reagdo de Fenton na presenca de
FeSO4.7H20.

Todos os extratos testados apresentaram atividade antioxidante neste ensaio,
pois foram capazes de inibir a degradagao da 2-deoxirribose de maneira dependente
da concentragdo. Todos os produtos secos por spray-drying apresentaram forte
potencial scavenger de radicais *OH, de maneira dose-dependente, em relacdo ao
controle, entretanto apresentaram atividade menor que o Trolox. Na concentragao
mais elevada PSI-C e PSI-D apresentaram uma atividade scavenger
significativamente maior quando comparados ao PSI-A e PSI-B (figura 2.10). Esta
diferenca pode ser associada e correlacionada ao maior teor de polifendis totais
encontrados para estes produtos secos (PSI-A: 161,59; PSI-B: 172,44; PSI-C:
177,71; PSI-D: 193,42 mg/qg).
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Figura 2.10. Capacidade scavenger de radical hidroxila pelos produtos secos.
Resultados expressos como média + desvio padrao do percentual de producio de
malondialdeido. P< 0,05.

Entre todos os produtos testados, as fragdes polifendlicas exibiram atividade
scavenger de radicais *OH mais intensa, quando comparadas aos produtos secos
por spray-drying, bem como ao produto seco liofilizado que as originou (figura 2.11).
Diferente do observado para os produtos secos por spray-drying a atividade
scavenger foi maior que aquela apresentada pelo trolox, para ambas as fragdes, na
concentragao de 5,0 ug/ml para FAB e a partir da concentragéo de 0,5 pug/ml para
FF. Esta reducdo, no entanto, foi estatisticamente significativa apenas para a
concentragcdo de 5,0 ug/ml. A diferenca observada entre as duas fragdes
polifendlicas testadas, demonstrou que, neste caso, o maior teor de polifendis totais
apresentados para a fragdo FF parece ser o fator determinante na atividade (FAB:
192,7; FF: 422,04 mg/qg).



135

120

100 — = SIS I *

80 -

60

% MDA

40

20

Concentragéo (ng/ml)

Figura 2.11. Capacidade scavenger de radical hidroxila pelo produto seco liofilizado
e fragdes polifendlicas. Resultados expressos como média + desvio padrao do
percentual de produgao de malondialdeido. P< 0,05. FAB e FF: fracdes polifendlicas
— processo submetido a registro de patente.

A partir dos resultados exibidos pelos ensaios in vitro com relagéo a atividade
antioxidante dos diferentes extratos analisados, foram selecionados os produtos
secos por spray-drying que revelaram melhor potencial antioxidante, associado as
melhores caracteristicas tecnolégicas e de estabilidade demonstradas no Capitulo 1.
Como todos os produtos secos por spray-drying testados apresentaram potencial
antioxidante in vitro selecionaram-se, entdo, os que demonstraram viabilidade
tecnolégica de produgdo em escala semi-industrial, no caso, PSI-A e PSI-D,
juntamente com as fragdes polifendlicas FAB e FF para avaliagdo subsequente da

atividade antioxidante ex vivo.

6.2 Avaliagao da capacidade antioxidante ex vivo

A atividade antioxidante ex vivo dos produtos secos PSI-A e PSI-D, bem
como das fragcbes FAB e FF foi avaliada por meio do modelo de estresse
oxidativo induzido por ter-butilhidroperéxido (t-BHT) em homogeneizado de fatias
de figado de ratos (FRAGA e TAPPEL, 1988). As concentragdes testadas foram
previamente determinadas no ensaio de TRAP in vitro.
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O emprego de modelos de homogeneizado de tecidos tem sido
empregado por diversos autores para avaliagdao do dano oxidativo, pois permite
mimetizar as condigdes fisioldgicas. A adicdo de um indutor de dano oxidativo
em homogeneizados de tecido leva ao aumento substancial de morte celular
(FRAGA e TAPPEL, 1988, RUDNICK, 2005). A quantificagcdo da lactato
desidrogenase (LDH) nos homogeneizados vem sendo empregada por diversos
autores como indicador de morte celular (PENA et al., 2004; CAMPO et al.,
2005). A co-incubagao tanto com os produtos secos PSI-A e PSI-D, como as
fracdes polifendlicas FAB e FF demonstraram a diminuicdo da liberagdo de

LDH, quando comparadas ao controle.

A fim de avaliar se a pré-incubacdo com PSI-A, PSI-D, FAB e FF era
capaz de inibir o dano oxidativo hepatico induzido por t-BHT, determinou-se,
nos homogeneizados, os niveis de TBARS. No presente trabalho, os produtos
PSI-A; PSI-D e FAB foram capazes de reduzir a produ¢do de TBARS quando
comparados ao controle pré-incubado com t-BHT, conforme previamente
encontrados nos ensaios de lipoperoxidagao in vitro. Esta reducao, no entanto,
nao diferiu significativamente do controle antioxidante (figura 2.12A e 2.12B).
Curiosamente, a fragao FF nao comprovou os resultados obtidos in vitro (figura
23 C). A auséncia de trabalhos na literatura referentes a avaliagado da atividade
antioxidante ex vivo para produtos derivados de llex paraguariensis, tais como
produtos secos e fragdes enriquecidas em compostos polifenélicos, ndo nos permite
ainda encontrar explicagao para a divergéncia observada nos resultados in vitro e ex

vivo, revelando a necessidade de aprofundamento da investigagéo.
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Figura 2.12. Niveis de TBARS em homogeneizado de fatias de figado. Os
resultados representam a média + o desvio-padrdo (n=3). PSI-A: 70 % de
residuo seco + 30 % Aerosil®; PSI-D: 70 % de residuo seco + 15 % Aerosil®+
15 % Avicel; FAB e FF: fragcbes polifendlicas — processo submetido a registro de

patente.
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A dosagem protéica nos homogeneizados demonstrou valores de
proteinas abaixo dos limites minimos necessarios para a determinagdo do dano
protéico, desta forma, os niveis de carbonilagdo protéica nos homogeneizados

nao puderam ser quantificados.

6.3 Avaliagao da capacidade antioxidante in vivo

Como néo foi evidenciada diferenga significativa em relagdo a atividade
antioxidante in vitro para os produtos secos analisados, selecionaram-se, para
avaliagdo da atividade antioxidante in vivo, o produtos PSI-A, por este ter
demonstrado melhor viabilidade tecnoldégica de produgcdo em escala semi-

industrial, além de melhor protegao frente a fotoestabilidade.

No presente trabalho utilizamos um modelo classico de indugéo de dano
hepatico por tetracloreto de carbono (CCls). Os efeitos toxicos do CCls no figado
ja foram extensivamente documentados na literatura. Este agente hepatotdxico
sofre metabolizagdo no figado pelo complexo de enzimas oxidativas
denominado complexo enzimatico citocromo P-450. Este processo gera o
radical triclorometila (CCI3"). Parte do radical triclorometila gera o radical
triclorometil-peroxila (CCI300") o qual desencadeia o processo de peroxidagao
lipidica das membranas (McCAY et al., 1984, RECKNAGEL et al., 1989;
ALEYNIK et al., 1997).

A dose de PSI-A a ser administrada aos ratos foi determinada pelo calculo
da quantidade de produto seco equivalente a uma ingestdo de 500 ml de

decocto, em uma proporg¢éo droga:solvente de 15 % (m/v), por um homem de 70

kg.

Entre os métodos de avaliagdo da degradacgao peroxidativa por CCl, esta
o0 ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, através da
quantificagcdo do malondialdeido (MDA). Os niveis de MDA s&o utilizados como
indicador de dano oxidativo. O CCl4 foi eficiente na geragcdo de dano hepatico,
induzindo lipoperoxidagdo, uma vez que houve um aumento significativo da

concentragcao de MDA neste grupo. Observou-se que o pré-tratamento com PSI-
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A foi capaz de reverter este indice de lipoperoxidacdo hepatica causada pelo
CCly, sugerindo que este produto conferiu protecdo as membranas celulares
contra o ataque oxidativo de espécies reativas, corroborando os ensaios in vitro
e ex vivo realizados, os quais evidenciam para o PSI-A atividade. A avaliagao
dos valores encontrados pelo método de TBARS (Figura 2.13) demonstra que o
pré-tratamento com PSI-A foi efetivo na prevengdo ao dano lipidico em figado
de rato. Observa-se, também, que o pré-tratamento com o adjuvante de
secagem nao exerceu atividade protetora, demonstrado pelos altos indices de

MDA encontrados em relagao ao controle.
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Figura 2.13. Efeito do produto seco por spray-drying PSI-A na peroxidacéao lipidica
hepatica induzida por CCls. Resultados expressos como media meédia + desvio
padrdao da produgdo de malondialdeido. p< 0,05. PSI-A: grupo tratado sem
administracdo de CCls; PSI-A induzido: grupo tratado submetido ao dano com
administragao de CCl,.

Dados existentes na literatura sugerem que o CCls induz a carbonilagao das
proteinas dos hepatdcitos de camundongos. Os resultados obtidos mostraram que a
administragcao de CCly; causou um aumento na carbonilagdo de proteinas, quando

comparado ao controle que nao recebeu o indutor de dano hepatico. No entanto,
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nenhum efeito protetor significante frente a cabonilagdo protéica hepatica foi
constatado com o pré-tratamento com PSI-A (Figura 2.14). Resultados semelhantes
foram encontrados por RUDNICKI (2005) ao avaliar o efeito protetor de extrato de
Passiflora alata em modelo semelhante de dano hepatico, em que a administragao
do extrato foi eficaz somente na redugao da lipoperoxidagao, falhando na protecao

frente a carbonilagao protéica.
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Figura 2.14. Efeito do produto seco por spray-drying nos niveis de carbonilagao
protéica hepatica induzida por CCls. Resultados expressos como média média +
desvio padrao da produgdo de malondialdeido. ‘p< 0,05. PSI-A: grupo tratado sem
administragdo de CCls; PSI-A induzido: grupo tratado submetido ao dano com
administragao de CCl,.

Outra caracteristica do dano oxidativo induzido por CCls € a deficiéncia do
sistema de defesa enzimatico, resultante da inativagdo das mesmas pelos peroxidos
de lipidios e/ou pela produgéo elevada de espécies reativas (SZYMONIK-LESIUK et
al., 2003). Assim sendo, avaliou-se a atividade enzimatica hepatica das enzimas
superéxido desmutase (SOD) e catalase (CAT). A atividade da SOD foi determinada
segundo metodologia descrita por BANNISTER e CALABRESE (1987), em que a
atividade enzimatica € mensurada por meio da formacédo do adenocrono resultante

da oxidagcdo da adrenalina pelo radical superéxido. A atividade da CAT foi
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determinada segundo método de AEBI (1984), o qual se baseia na decomposicao de
H,O, nas amostras. A taxa de decomposicdo de H,O, € determinada em

espectrofotometro, sendo diretamente proporcional a atividade da CAT.

Os resultados demonstram que o CCly; causou uma pequena elevagao nos
niveis de CAT e SOD, porém nao significativa estatisticamente, em relacdo ao
controle negativo (dado ndo apresentado). No entanto, o tratamento prévio com PSI-
A elevou, significativamente, a atividade da SOD quando comparada ao grupo
controle (p<0,05) (tabela 2.8).

Resultados semelhantes ja foram descritos na literatura utilizando o mesmo
modelo in vivo, demonstrando que o pré-tratamento com extratos ricos em polifendis
pode impedir a inativagdo das enzimas antioxidantes, possivelmente por um
mecanismo de sequestro de espécies reativas ou indugcdo da expressdo destas
enzimas (CHIADAMBARA et al., 2002).

Tabela 2.8. Efeito do pré-tratamento com PSI-A na atividade das enzimas
antioxidantes hepaticas em ratos tratados com CCl,.

Enzima Controle (n=05) PSI-A (n=05) Aerosil® (n=05)

SOD (U/mg proteina) 19,24 + 3,41 31,47 + 7,12* 18,47 + 5,54

CAT (U/mg proteina) 28,46 + 6,34 34,88 + 22,93 27,38 + 11,00

Os resultados representam a média + erro padrdo da média. * p< 0,05 comparado com o grupo
controle.
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7. CONCLUSOES

¢ Os resultados obtidos na determinacéo do potencial antioxidante total (TRAP)
dos produtos secos ESLI, PSI-A, PSI-B, PSI-C, PSI-D, permitiram verificar
que todos foram eficientes na redugdo da quimiluminescéncia, de maneira
dose-dependente. O mesmo foi constatado para as fragbes FAB e FF,
revelando uma correlagdo direta entre potencial antioxidante e teor de

polifendis.

e Tanto os produtos secos por spray-drying, como as fragdes polifendlicas
apresentaram atividade antioxidante, de maneira dose-dependente, através

da medida da protecgao frente a lipoperoxidagao (TBARS) in vitro;

e De maneira semelhante, tanto os produtos secos por spray-drying, como as
fracdes polifendlicas apresentaram atividade scavenger de radicais hidroxila

in vitro.

¢ Na investigacado da atividade antioxidante ex vivo os produtos PSI-A e PSI-D
apresentaram atividade antioxidante, expressa pela redugao da producao de
TBARS em homogeneizado de fatias de figado de rato, resultados

corroborando os obtidos nos ensaios in vitro.

e Os animais pré-tratados, por via oral, na dose de 386 mg/kg com PSI-A em
modelo de dano oxidativo hepatico induzido por CCly, apresentaram niveis de
TBARS significativamente menores em relagdo aos animais do grupo

controle.

e A atividade enzimatica das enzimas catalase e superdxido desmutase foi
significativamente maior nos animais pré-tratados com PSI-A, em relagdo aos

animais do grupo controle.

e Na&o foi evidenciada atividade antioxidante in vivo para o grupo de animais
tratados com o adjuvante empregado na obtencdo do PSI-A, sugerindo que
sua adicdo ao processo de secagem nao interferiu na atividade biolégica dos

produtos derivados.
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DISCUSSAO GERAL







No que tange ao desenvolvimento de novos produtos de llex paraguariensis,
a evolugdo é lenta. Desde que a erva-mate passou a ser processada
industrialmente, o seu principal consumo se da na forma de produtos tradicionais,
como o chimarrao, tereré ou cha. A possibilidade de ampliagdo de mercado depende
da priorizagcdo do aprimoramento tecnoldégico no processamento da erva-mate,
pormeio de planejamento estratégico de sua producgao e transformacgao, que atenda
as atuais exigéncias de qualidade e amplie seu uso em novos produtos tais como

fitoterapicos, cosmeéticos ou alimentos funcionais.

As recentes descobertas sobre os mecanismos de oxidacdo celular tém
estimulado a realizacdo de uma pesquisas sobre a agado antioxidante de
constituintes polifendlicos, presentes em algumas plantas e alimentos. A atividade
antioxidante, in vitro e ex vivo, de infusdes de erva-mate tem sido objeto de estudos
publicados, sugerindo que os derivados cafeoilquinicos e os flavondides (como
rutina, quercetina e canferol) sejam o0s responsaveis pelas propriedades
antioxidantes e/ou sequestradoras de radicais livres demonstradas (FILIP et al.,
2000; SCHINELLA et al., 2000; CHANDRA e MEJIA, 2004; RAMIREZ-MARES et al.,
2004).

Neste contexto, o potencial terapéutico de preparagdes extrativas de erva-
mate, o desenvolvimento de produto padronizado, com parédmetros conhecidos, tais
como composi¢ao quimica, atividades bioldgica e toxicologica, apresenta especial
importancia, na medida em que constitui produto intermediario para a preparacao de
novos produtos de aplicagcdo farmacéutica, cosmética ou alimentar, além de
propiciar o estabelecimento de metodologias de controle de qualidade da matéria-

prima e produtos derivados.

O capitulo 1 do presente trabalho abordou o desenvolvimento e
caracterizacao tecnolégica de produtos secos por spray-drying e fragao polifendlica
obtidos a partir de solugdo extrativa aquosa de llex paraguariensis. Para isto,
realizou-se a caracterizagdo tecnolégica tanto da matéria-prima vegetal, como da

solugdo extrativa, por meio de ensaios fisicos e fisico-quimicos e quimicos.

A matéria-prima vegetal, constituida de folhas e talos de llex paraguariensis,
apresentou, caracteristicas semelhantes as relatadas por outros autores (CAMPOS,
1996; GNOATTO, 2002), que empregaram matéria-prima de mesma origem. O
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método de decoccédo, para extracdo da matéria-prima vegetal, foi selecionado com

base nos resultados obtidos por Campos (1996).

Sendo assim, realizou-se o desenvolvimento de metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacédo de polifendis,
aplicada a matéria-prima vegetal e produtos derivados, empregando como
substancias de referéncia acido clorogénico e rutina. A validacdo do método foi
realizada tanto para o decocto (SEl) como para os produtos secos por spray-drying
(PSI). O método apresentou linearidade e elevada precisdo intermediaria,
caracterizada pelos baixos coeficientes de variagao obtidos nos testes. O ensaio de
exatidao evidenciou que o método em estudo permitiu a recuperagao de mais de
99% das substéncias de referéncia. A validagdo do meétodo para o PSI-A
demonstrou que o adjuvante de secagem empregado nao interferiu na analise dos
polifendis, viabilizando, assim, a sua aplicagdo nas demais etapas do processo de

elaboragao de produtos derivados.

O emprego da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas para a identificacdo e quantificacdo de polifenbois em llex
paraguariensis foi previamente descrito por CARINI e colaboradores (1998) e FILIP
e colaboradores (2001). No presente trabalho esta técnica foi empregada com o
objetivo de identificar os polifendis presentes nos produtos desenvolvidos. Foram
identificados os picos correspondentes ao acido neo-clorogénico e ao acido cripto-
clorogénico. Estas substancias, bem como as demais que apresentaram espectros
de UV caracteristicos de derivados cafeoilquinicos foram quantificados espressando-

se sua concentragdo em acido clorogénico.

A SEI e o PSI-A apresentaram, respectivamente, concentragcdes de polifendis
totais de 7,33 mg/ml e 161,59 mg/g denotando a obtengdo de um produto seco
concentrado em polifendis. Em ambos, predominou a presenca de derivados

cafeoilquinicos.

O fracionamento do extrato liofilizado de llex paraguariensis demonstrou-se
eficaz quanto a separagdo dos compostos polifendlicos. Na analise do perfil
cromatografico das fracbes obtidas, observou-se a presenga dos acidos
cafeoilquinicos (acido clorogénico, cripto-clorogénico e iso-clorogénico) nas
fragbes codificada FAB, ja os derivados dicafeoilquinicos e rutina concentraram-se

na fragao FF.
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Quatro produtos secos por spray-drying foram produzidos, em escala semi-
industrial, e caracterizados quanto aos parametros de viabilidade tecnolégica, como
fluxo, densidades bruta e de compactacdo, além da realizacdo de um estudo
preliminar de estabilidade frente a luz UV em 254 nm e 352 nm. O produto PSI-A,
contendo dioxido de silicio coloidal em sua composi¢ao, apresentou as melhores
caracteristicas de rendimento e fluxo, além de exibir melhor fotoestabilidade, uma
vez que apresentou menor percentual de degradagdo dos compostos polifendlicos,
apos 48 horas de exposicdo (2 a 13 %), comparativamente aos demais produtos

SecCos.

No capitulo 2, foi abordada a avaliagao da atividade antioxidante in vitro, ex
vivo e in vivo dos produtos secos por spray-drying e da fragcao polifendlica de llex
paraguariensis. Cabe ressaltar que a literatura relata a realizagdo de estudos com
ensaios in vitro e ex vivo de infusdes, por se constituir na forma tradicionalmente
consumida. Verifica-se que os resultados encontrados sao bastante heterogéneos, o
que pode ser explicado tanto pela utilizagado de diferentes maneiras para o preparo
das infusdes, bem como pela variagdo que pode ocorrer na composicao da matéria-
prima em fungdo da variedade, regido, clima e fatores de manejo da planta
(BASTOS e TORRES, 2003). Até o presente nao foram encontrados relatos de
investigacdo de atividade antioxidante para produtos secos derivados de llex
paraguariensis, ou de fragbes enriquecidas em constituintes polifendlicos, o que

revela o ineditismo do estudo.

Os estudos de avaliacdo da atividade antioxidante in vitro foram realizados
com os produtos secos por spray-drying, por liofilizacdo, bem como com as fragcoes
polifendlicas FAB e FF. Tanto os produtos secos, como as fracbes analisadas,
apresentaram um alto potencial antioxidante in vitro, de maneira dose-dependente,

em todas as concentragdes analisadas.

Os resultados obtidos revelam que ha uma correlagédo direta entre o teor de
polifendis e sua atividade antioxidante in vitro; os produtos que apresentaram maior
potencial antioxidante apresentaram maior teor de polifendis. Resultados
semelhantes foram obtidos para as fracbes polifendlicas (FAB e FF), as quais
apresentaram atividade antioxidante equivalente a apresentada pelo liofilizado que
Ihes deu origem, porém em concentragdes cerca de dez vezes menores, sugerindo

que o processo de fracionamento foi efetivo na concentragédo desta classe de
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substancias. Nao foi evidenciada atividade antioxidante para os adjuvantes de
secagem testados separadamente, o que sugere que sua adicdo ao processo de

secagem nao interferiu na atividade bioldgica dos produtos derivados.

Como nao foi evidenciada diferenga significativa em relagdo a atividade
antioxidante in vitro para os produtos secos analisados, selecionaram-se, para
avaliagcdo da atividade antioxidante ex vivo, os produtos PSI-A e PSI-D, por
apresentarem melhor viabilidade tecnolégica de produgdo em escala semi-industrial,
além de melhor fotoestabilidade. Também as fracdes polifendlicas FAB e FF foram
testadas. Como modelo experimental empregou-se 0 homogeneizado de fatias de
figado de rato, sendo o dano oxidativo induzido por ter-butilhidroperéxido (t-BHT).
Apesar dos niveis de TBARS serem reduzidos nos grupos pré-incubados com
produtos secos PSI-A e PSI-D e fracdo polifendlica FAB, esta reducado nao diferiu
significativamente do grupo controle, demonstrando que o pré-tratamento nas
concentracgdes testadas nao foi suficiente para reverter o dano oxidativo causado por
t-BHT.

A literatura relata que o efeito antioxidante in vivo de polifendis é
dependente de diversos fatores tais como via de administracdo e
biodisponibilidade (KAPLAN et al.,, 2001; VILSON et al, 2004). A
biodisponibilidade de constituintes polifendlicos pode ser influenciada pela
estrutura quimica, absorcao intestinal, interacdo com outros alimentos e
metabolismo intestinal e hepatico (MANACH et al., 2004). O efeito antioxidante
in vivo do produto seco por spray-drying PSI-A foi investigado empregando um
modelo classico de dano oxidativo hepatico induzido por CCls (McCAY et al.,
1984; RECKNAGEL et al., 1989; ALEYNIK et al., 1997). Os resultados encontrados
demonstraram que o pré-tratamento dos animais com PSI-A foi capaz de inibir o
dano induzido por CCls, demonstrado através da reducao nos niveis de TBARS
hepatico e aumento da atividade enzimatica de catalase e superdxido
desmutase, quando comparados ao grupo controle. Testes in vivo das fragdes
FAB e FF constituem perspectiva para a continuidade da investigacdo. Os
resultados sugerem que o efeito hepatoprotetor frente ao dano oxidativo
demonstrado no ensaio in vivo, pode ser atribuido a capacidade antioxidante do

PSI-A, ja anteriormente demonstrada nos ensaios in vitro e ex vivo.
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Os resultados apresentados nos Capitulo 1 e Capitulo 2 do presente trabalho

permitem concluir que:

A metodologia analitica empregada na quantificagdo de polifendis mostrou-se
eficiente para a detecgao e quantificagdo destes constituintes em preparacoes

obtidas a partir de llex paraguariensis;

A secagem da solugdo extrativa aquosa de llex paraguariensis, em escala
semi-industrial, permitiu a obtencdo quatro de produtos secos, com

caracteristicas tecnoldgicas diferenciadas;

Dentre os produtos desenvolvidos o produto PSI-A apresentou melhores

caracteristicas tecnolégicas e de fotoestabilidade;

Todos os produtos secos e fragbes polifendlicas testadas apresentaram
capacidade antioxidante in vitro, de maneira dose-dependente, sugerindo que

os polifendis sejam os responsaveis pela atividade antioxidante demonstrada;

O pré-tratamento com PSI-A determinou protecao de figado de rato frente ao
estresse oxidativo e dano celular induzido por tetracloreto de carbono (CCl,),
medido por ensaios TBARS in vivo e pela atividade das enzimas catalase e

superéxido desmutase.
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(ESI), and an extractive solution obtained by turbo extraction with water (TE,) or
ethanol 40% (v/v) (TEs). The last one presentad the highest polyphenol concentration.

Keywords: LC, Polyphenols, ICH validation, flex paraguariensis, Chlorogenic acid,
Rutinl

INTRODUCTION

Hex paraguariensis A. 5t. Hil. is a popular species known as “Mate”. The
product available in the market, which is prepared by stabilization, drying,
and grinding of leaves and stems is also called “Mate” or “erva-mate™.

The species is economically and socially of great interest in South
America where it is consumed as the traditional beverage called
“chimarrio”™ or “Mate”, which is prepared by infusion of “erva-mate”.

Concerning the chemical composition, the main constituents reported for
I paraguariensis are methylxanthines,!"’ saponins,”~* and polyphenols,™!
all of them presenting potential therapeutic interest. In the polyphenols
class, the presence of flavonoids such as quercetin, rutin, and caffeoyl deriva-
tives such as chlorogenic acid have already been reporied,'™ being that its
presence is related to the antioxidant activity of this species.l” !

Regarding the analysis of these compounds, Filip et al.'* have previously
reported a LC quantitative method to separate and to identify the phenolic
compounds in South America liex species. Carini et al'"” have developed
an analytical method for the caffeoyl derivatives in L paraguariensis
extracts using liquid chromatography associated with mass spectroscopy
detection to identify ten compounds. Recently, Bravo et al'''! reported a
LC/MS method for determining the polyphenol composition of the mate
extracts. However, as far as we know, no method regarding polyphenol quanti-
fication has been described taking into account the ICH requirements in order
to validate it.

In this context, the present work was designed to develop an easy, repro-
ducible, and accurate LC method for quantifying the polyphenols in L para-
guariensis extractive solutions, determining the main ICH wvalidation
parameters for this complex matrix. Further, the method was applied to four
extractives solutions from erva-mate, in view to compare its polyphenol
contents.

EXPERIMENTAL

Plant Material

I paraguariensis leaves and stems were supplied by “Fino Mate™ (Mato
Leitao — RS, Brazil). The specimen was identified and deposited at the
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91 Herbarium of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN

@« 133726). The traditional method of “erva-mate”™ production was
93 employed, briefly, the raw material was stabilized by roasting, then dried
o4 and ground.

95

96

97 .

- Chemicals and Reagents

ﬁn Methanol (HPLC grade, Merck, Darmstadt, Germany), glacial acetic acid
o1 (Synth, Sdo Pawlo, Brazil), and HPLC grade water (Milli-Q system,
- Millipore, Bedford, MA, USA) were used for the mobile phase preparation.
m;_ Chrologenic acid (Sigma, St. Louis, MO, USA) and Rutin (Sigma,
10;1 St. Louis, MO, USA) were used as external standards.

105

106

107 Apparatus and Chromatographic Conditions

108

109 LC analysis was performed using a Shimadzu liquid chromatograph (LC-10
110 AD) equipped with a gradient controller (FCV-10 AL), an autosampler
111 (SIL-10 A), a UV /VIS detector (SPD-10 A), and a CLASS LC-10 software
12 (Shimadzu, Kioto, Japan) and photodiode array detector, PDA, (Waters
113 Millenium, Milford, MA, USA). A Shim-pack CLC-ODS (M) RP-18
14 (5 pwm, 250 mm » 4 mm i.d) column coupled to a pre-column with Lichrosorb
115 RP-18 (Waters Millenium, Milford, MA, USA) was employed. The UV
116 spectra of the non identified peaks, obtained by PDA detection, were addition-
n7 ally analyzed. Mass spectrometric analysis was performed on a Varian 1200
118 mass spectrometer (Walnut Creek, CA, USA) fitted with an electrospray ion-
19 ization source (ESI). The negative ion mode [m/z M-H] was used for all
120 compounds. Preliminary analysis was carried out using full scan, data
121 dependent MS/MS scanning from m/z 150-800. Identities of the
122 compounds were obtained by matching their molecular ions (m/z) obtained
123 by LC-MS/MS with the literature data.!'"

124 The analytical method employed a linear gradient system, which
125 consisted of (A) acetic acid 2.0% (v/v); (B) methanol:water 85.0% (w/w).
126 The gradient elution for the first 10 min was 31% B, 31-56% B during
127 10 min, then in 8 min 56% B, 12 min of 56-77% B. 77-56% B during
128 5min, and 56-31% B for the last 5 min. The flow rate was adjusted to
129 0.70 mL/min, the detection wavelength to 340 nm, and 20 pL were
130 injected. The sensitivity was (L0535 AUFS. The LC analysis was carried out
131 at 23 + 1°C.

132 The polyphenols were identified, comparing its retention time and the
133 corresponding diode array spectra to that obtained from the standards.
134 Calibration curves of standard compounds were used for quantification

135 purposes, as usual.
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Standard Curve

CLOA and RU standards were dissolved in methanol-water (50:50, v/v)
yielding concentrations of 2.0; 4.5; 6.0; 8.0, and 10.0 pg/mL. The solutions
were filtered through a 0.45 pm membrane filter (Millipore, HVHP). The
results were expressed by the mean of peak areas obtained from three
injections.

Extractive Solution (ES)
Preparation of Extractive Solution

For validation of the method, an agueous extractive solution (ES) was
prepared by decoction (ES) of the erva-mate, for 15 min, in a plant:solvent
ratio of 1.5:10. The ES was filtered and the volume was made up to
100.0 mL with distilled water. The loss on drying assay of ES, following
the procedure described in the USP 271" yielded 3.8% (w/v).

In order to compare their polyphenol content, three other extractive
solutions were prepared by infusion or wrbo-extraction method. The
infusion (ESI) was prepared by pouring boiling water on the aerial parts.
The mixture was left to stand for 15 min and then filtered. For preparing the
two extractive solutions by turbo-extraction, water (TE;) or ethanol 40%
(v/v) (TEz) were employed as solvent; the extraction was carried out at
10,000 rpm for 15 min. The drug:solvent ratio employed for all extractive
soludons was 1.5:10 (w/w). All the extractive solutions were filtered
through filter paper and the volume was made up to 100.0 mL with the solvent.

Extractive Solution Curve

Samples of 0.5; 1.0: 2.0: 4.0, and 5.0 mL of the ES were diluted in methanol-
water (50:50 v/v) to 10 mL, yielding concentrations of 50.0, 100.0, 200.0,
400.0, and 500.0 pL/mL. The samples were filtered through a 0.45 pm
membrane filter (Millipore, HVHP) prior to injection. Evaluation of each
point was repeated three times.

Validation

The validation of the analytical method included the determination of
linearity, repeatability, intermediary precision, and accuracy according to
the International Conference on the Harmonization (ICH) guideline.'”

The linearity of the method was determined by the calibration curves
obtained by LC analysis of the standards CLOA and RU. The linearity of
the method was also evaluated by the calibration curves of the corresponding
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181 peaks when different volumes of ES samples were employed. The calibration

182 curves were fitted by linear regression and the results expressed by regression
183 coefficient and other statistical parameters, as follows.

184 The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) were
185 calculated based on the standard deviation (5.D.) and the slope (§) of the
186 standard calibration curves.!"!

187 The precision of the method was evaluated through the determination of
188 the repeatability and intermediary precision. The repeatability experiment was
189 performed analyzing the R.5.D. values, obtained from nine samples evaluated

190 in the same day. The intermediary precision was evaluated in triplicate for
191 three consecutive days and the results were expressed as the R.5.D.
192 The accuracy was evaluated through recovery studies by adding known

193 amounts of CLOA and RU to ES. The ES without standard addition was
194 analyzed as control. The assay was performed at three concentration levels
195 (50, 100, and 150%) of the standard CLOA and RU, three times each. The
196  recovery was determined by subtracting the values obtained for the control
197 samples from those samples that were prepared with the added standards,
198 divided by the amount added and multiplied by 100%.'""!

199

200

201 Analysis of the Extractive Solutions

03 Samples of 5.0 mL of ES, ESI, TE,, and TE, were diluted in methanol-water
204 (50:50 v/v) to 10 mL, yielding concentrations of 200.0 pL/mL. The samples
205 were filtered through a (.45 pm membrane filter (Millipore, HVHP) prior to

206 injection. Evaluation of each point was repeated three times.

207

208

209 RESULTS AND DISCUSSION

210

211 The recognized antioxidant potential of [ paraguariensis has motivated the

212 development of methods for identifying and quantifying polyphenols in the
213 plant or in the corresponding extracts. The method, reported by Carini
24 etall™ using LC associated to MS detection was developed with the aim
215 of identifying the phenolic constituents from the species. The method
216 reported by Filip et al.'” involves a LC method with UV defection in order
217 to compare the profile of the phenolic compounds from several American
218 species. Recently, Bravo et al!""! reported a LC/MS method for characteriz-
219 ation of phenolic constituents, identifying more than twenty quinic acid or
220 hydroxycinnamates derivatives. Caffeoylquinic acid and dicaffeoylquinic

221 acid isomers were referred to as the major components of the phenolic
n2 fraction of erva-mate.
23 Validation of analytical methods has the aim of demonstrating that the

224 employed analytical procedures are suitable for their intended use. The guide-
225 lines, as ICH, describe the procedure for carrying out the validation of the
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analytical procedures included as part of an application for approval and regis-
tration of a pharmaceutical product, including those used in storage stability.
In the case of Hex paraguariensis, since this raw material is abundant in South
America and considering its therapeutic potential properties, the development
of new products from the plant seems to be natural and economically feasible.
In this way, the first step is the development of extractive solutions as an inter-
mediary product for the pharmaceutical or food industry for producing solid or
semi-solid products. Consequently, besides the development, the validation of
a simple method to determine the main polyphenol concentration in extractive
solutions is necessary.

In the choice of the LC conditions, the complex composition of the
I paraguariensis ES required the use of a gradient elution system. This
system also allowed shortening the analysis time. The mobile phase consisting
of methanol: water showed suitable resolution and peaks separation, allowing
the quantification of the standards in the ES. The analysis time was also appro-
priate, since all the compounds were eluted in less than 40 min.

Figure 1 shows the chromatographic separation of the standards CLOA
and RU at 340 nm (Fig. 1a) and also the corresponding peaks in the ES
(Figure 1b), with the respective diode array spectra. Among the eight peaks,
CLOA and RU are observed at the retention time of 10.6 and 30.0 min,
respectively. Among the others peaks, P1, P3, P4: P35, and P6 exhibited UV
spectra pattern of caffeoylquinic acid derivatives with UV-max absorption
bands at 328 nm, indicating that this class of polyphenols are the major con-
stituents in the ES polyphenol fraction.

The analysis by LC MS/MS reveals that the structures of peaks P1 and
P3 show identical [M—H"*]™ ions at m/z 353 and also the ions corresponding
to the caffeic acid (m/z 179) and guinic acid (m/z 191) (Fig. 2), which can
be attributed to the chlorogenic acid (5-0O-caffeoylquinic acid) isomers.
Hence, the proposed structures for P1 and P3 on the basis of elution
order,“"' are as neochlorogenic (3-O-caffeoylquinic acid) (NEO) and
crypto-chlorogenic (4-0-caffeoylquinic acid) (CPC) acids. The peaks P4,
P5, and P6 show the same molecular ion m/z 515 and fragments ions at
mfz 179, 191, and 353 [M-H-Caffeoyl] , corresponding, probably to
isomeric dicaffeoyl esters of quinic acid (i.e., 3.4-0O-dicaffeoyl, 4,5-O-dicaf-
feoyl, 3,5-O-dicaffeoyl or 1,5-0O-dicalTeoyl esters). Although, with the lack
of reference standards, no definitive structure assignment can be done: these
results are in agreement with those reported by Carini et al."” and Bravo
et al!''!

In this first report on validation of a LC-UV method for [. paraguariensis
polyphenol assay, the concentration of the substances corresponding to the
major peaks (P1, P3, P4, P5, and P6) were determined by the CLOA
calibration curve due to their similar UV spectra.

The validation of the analytical method included the determination of
linearity, repeatability, intermediary precision and accuracy, according to
the ICH requirements !
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Figure 1. LC profile at 340 nm and diode army spectra 200—400 nm of (A) chloro-
genic acid (CLOA) and rutin (RU); (B) extractive solution from llex paraguariensi
(Mate).
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The linearity evaluation was performed in three different days by cali-
bration curves analysis for the two standards, CLOA and RU and also for
the ES curve. The results are presented in the Tables 1 and 2.

The CLOA and RU calibration curves were linear in the concentration
range from 2.0 to 10.0 pg/mL with regression coefficients (r’) higher than
(0.9980. Therefore, these results show the absence of deviation from
linearity for the tested concentration range. The confidence limit, calculated
for the intercept, included zero, demonstrating the absence of constant
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Figure 2. LC MS /MS spectra of the peaks P1, ACLO, P3, P4, P5, RUT, and P6 in
extractive solution obtained by decoction of llex paraguariensis (Mate).

systematic errors. The LOD for CLOA and RU were, respectively, (.29 and
0.32 pg/mL and the LOQ found were, respectively, 0.89 and 0,97 pg/mL.
Therefore, the results show that the method presents good sensitivity for the
standards analyzed.

Table 1. Linear regression data for chlorogenic acid and rutin standard curves

Peak r a b R.SD. (%)
Chlorogenic acid 0.9980 —5904.98 66505.77 2.98
Rutin 0.9992 —351526 3640772 1.53

= regression coefficient; a = slope; b = intercept; R.S.D. = relative standard
deviation.
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361 Table 2. Linear regression data for both chlorogenic acid and rutin in extractive
67 solution curve
2 peak ° a b R.S.D. (%)
o4
65 Chlorogenic acid 0.9978 —1290.63 712700.52 4.69
366 Rutin 0.9971 —634.10 125150.42 6.08
367 N
68 r™: regression coefficient; a: slope; b: intercept; R.S.D. = relative standand deviation.
369
:?O Table 2 shows the linear regression data obtained for CLOA and RU in
::l the ES curve. The absence of linearity deviation in the range from 50.0 to
j?; 500.0 pL/mL is demonstraied. The r* values of 0.9978 for CLOA and
':?"; 0.9971 for RU can be considered suitable, considering the complex compo-
:_ﬁ sition of this herbal sample.
: ) Precision of the LC method was evaluated through the intermediary
:;{; precision and repeatability tests (Tables 3 and 4). The assay of intermediary
':?& precision was performed during three consecutive days, in order to
: determine the accumulation of the random errors between different ES
:;E samples and days. The R.S.D. lower than 2.5% demonstrate the reproduci-
: bility and, thus, the low interference of the sample preparation step. All
:21 R.S5.D. values observed in the repeatability test were lower than 1.5%
:8: (Table 4). These wvalues can be considered excellent for complex
: o matrices.'' ¥
::i The accuracy of the method was evaluated by the recovery test. Con-
:8-(& centrations of CLOA and RU (50, 100, and 150%) were added to ES.
38T
388 Table 3. Intermediary precision for the standards chlorogenic acid and rutin and for
389 the corresponding polyphenols in the Hlex paraguariensis extractive solution
390
391 Extractive
192 Standard solution
;.g:. concentration concentration
.“9;1 Substincias (mg,/mL) R.S.D. (%) (mg/mL) R.S.D. (%)
35 Neo-chlorogenic = = 2.216¢ 0.44
396 acid
397 Chlorogenic acid 0.098 2.14 L.669 0.82
98 Crypto-chlorogenic — — 1.222¢ 0.54
300 acid
00 P4 — — 0.359" 0.43
01 P5 — — 1.173% 0.91
. Rutin 0.101 224 0.563 0.90

N P6 — — 0.933¢ 0.80
403
404 “Caleulated as chlorogenic acid.

405 R.8.D. = relative standard deviation.
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Table 4. Repeatability test for the reference substances and for the corresponding
polyphenols in the Hex pamguariensis extractive solution

Extractive
Standard solution
concentration concentration

Peaks {mg /mL) R.S.D. (%) {mg/mL}) R.8.D. (%)
Neo-chlorogenic — — 2.058° 0.91

acid
Chlorogenic acid 0.107 0.30 1.628 0.95
Crypto-chlorogenic — — 1.288° L.11

acid
P4 — — 0.388¢ 1.13
P5 — — 10814 1.33
Rutin 0.103 0.25 0.563 1.02
P6 — — L.00Y" 0.75

“Calculated as chlorogenic acid.

The results (Table 5) indicate recovery rates for CLOA and RU of 97.4 and
103.9%, respectively, with R.S.D. lower than 1.0% in all concentrations
analyzed.

Finally, the LC method was applied to compare the polyphenol content
in four extractive solutions. For this purpose, besides ES, which was prepared
by decoction, three other extractive solutions were analyzed. The first one
was prepared by infusion (EST) and the other ones were prepared by turbo
extraction (TE;) using water as solvent. The last one was also prepared by
turbo extraction, but using ethanol 40% (v/v) as solvent. The LC analysis
showed similar polyphenol chromatographic profiles for all extractive
solutions. Table 6 shows the content of CLOA, RU, NEO, CPC, P4, P5,
and P6) in these extractive solutions (mg,/mL). CLOA and its derivatives
are present in higher concentration than RU in all extractive solutions. The
aqueous extracts prepared using hot water as solvent, decoction, or
infusion (ES and ESI) compared to that obtained by turbo extraction in
water (TE,), showed higher amounts of the total polyphenol examined
(ES: 7.47 mg/mL: ESI: 845mg/mL: TE;: 571 mg/mL). However, the
highest total polyphenol content was found in the extractive solution
prepared by turbo extraction using ethanol 40% (v/v) as solvent (TEy:
11.83 mg,/mL).

Regarding the main peaks, the results also demonstrate that the most
polar constituents NEO, CLOA, and CPC are present in higher concen-
tration when water is used as solvent (ES: 4.69; ESI: 531, TE;:
3.59 mg,/mL) than that of less polar PS5, RU and P6 (ES: 2.78: ESL:
3.14: TE;: 2.12 mg/mL). However, when ethanol 40% was employed as
solvent, the difference is significantly lower assuming almost similar
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Table 6. Polyphenol content in llex paraguariensis extractive solutions

TE; (mg/ TE, (mg/
ES (mg/mL) ESI(mg/mL) mL) (X; mL) (X;
Peaks (X; SD.) (X; 8.D.) S.D.) 5D

Neo-chlorogenic 2,154 0014 2.43% 0,007 1,724 0,003 2.00¢ 0,008
acid

Chlorogenic acid 1.53% 0.008 1.75% 0,005 1,187 0,001 2,06 0,006

Crypto-chlorogenic  1.01% 0.007 1,134 0,004 0,69 0,000 1174 0,004
acid

Peak 4 0.41% 0001 04190002 0.38% 0.001 0.58% 0.003
Peak 5 L13% 0010 12970003 0,87 0,001 2,75% 0,004
Rutin 0.49; 0.016 0.55% 0,002 0,36% 0,003 0,74% 0,002
Peak 6 07590015 0894 0002 0,519 0,004 1.63% 0,005
Total 7.47 8.45 5T 118

ES. Aqueous extractive solution obtained by decoction; ESL. Aqueous extractive
solution obtained by infusion; TE,. Extractive solution obtained by turbo-extraction
with water. TE». Extractive solution obtained by turbo-extraction with ethanol 40%
(v/v).

“calculated by chlorogenic acid standard curve; $.D. = standard deviation.

All the extractive solution were prepared using a plant:solvent ratio of 1.5:10and 10
minutes of extraction time.

concentration. The interest of separating these two groups of polyphenols
is being verified in our laboratory.

CONCLUSIONS

This is the first report on validation of a LC analytical method for quan-
tifying polyphenols in Hex paraguariensis extractive solution demon-
strated to be simple, specific, precise, rapid, and reproducible, therefore,
appropriate for the separation and quantification of this relevant
compound class. Applied to the polyphenol assay in four extractive
solutions, the results revealed that ethanol 40% (v/v) was more suitable
than hot water in the extraction of the polyphenols from the mate.
Finally, the proposed LC method can be useful for the gquality control
of I paraguariensis extractive solutions in phytopharmaceutical or food
industries.
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Tabela A2.1. Distribuicao granulométrica do PSI-A por microscopia optica.

Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica meédio absoluta relativa acumulada
(um) (hm) (n) (%) (%)
10,3-13,6 11,95 6 1,01 1,01
13,7-17,0 15,35 104 17,54 18,55
17,1-20,4 18,75 205 34,57 53,12
20,5-23,8 22,15 78 13,15 66,27
23,9-27,2 25,55 85 14,33 80,61
27,3 -30,6 28,95 67 11,30 91,91
30,7-34,0 32,35 37 6,24 98,15
34,1-37,4 35,75 5 0,84 98,99
37,5-40,8 39,15 6 1,01 100,00

TOTAL - 593 100 -
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Tabela A2.2. Distribuicao granulométrica do PSI-B por microscopia optica.

Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica meédio absoluta relativa acumulada
(um) (hm) (n) (%) (%)
10,3-13,6 11,95 8 1,38 1,38
13,7-17,0 15,35 118 20,42 21,80
17,1-20,4 18,75 106 18,34 40,14
20,5-23,8 22,15 110 19,03 59,17
23,9-27,2 25,55 176 30,45 89,62
27,3 -30,6 28,95 34 5,88 95,50
30,7-34,0 32,35 22 3,81 99,31
34,1-37,4 35,75 1 0,17 99,48
37,5-40,8 39,15 3 0,52 100,00

TOTAL - 578 100 -
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Tabela A2.3. Distribuicao granulométrica do PSI-C por microscopia éptica.

Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica meédio absoluta relativa acumulada
(um) (hm) (n) (%) (%)
6,9-10,2 8,55 10 1,57 1,57
10,3- 13,6 11,95 96 15,05 16,61
13,7-17,0 15,35 93 14,58 31,19
17,1-20,4 18,75 146 22,88 54,08
20,5-23,8 22,15 133 20,85 74,92
23,9-27,2 25,55 97 15,20 90,13
27,3 -30,6 28,95 36 5,64 95,77
30,7-34,0 32,35 19 2,98 98,75
34,1-37,4 35,75 6 0,94 99,69
37,5-40,8 39,15 2 0,31 100,00

TOTAL - 638 100 -
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Tabela A2.4. Distribuicao granulométrica do PSI-D por microscopia éptica.

Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica meédio absoluta relativa acumulada
(um) (hm) (n) (%) (%)
6,9-10,2 8,55 70 8,12 8,12
10,3- 13,6 11,95 212 24,59 32,71
13,7-17,0 15,35 170 19,72 52,44
17,1-20,4 18,75 149 17,29 69,72
20,5-23,8 22,15 188 21,81 91,53
23,9-27,2 25,55 55 6,38 97,91
27,3 -30,6 28,95 9 1,04 98,96
30,7-34,0 32,35 9 1,04 100,00

TOTAL - 862 100 -
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Tabela A2.5. Distribuicdo granulométrica do PSI-A lote 02 por microscopia

optica.
Faixa Diametro Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Granulométrica meédio absoluta relativa acumulada
(um) (um) (n) (%) (%)
0-3,5 1,75 14 0,80 0,80
3,5-7,0 5,25 47 2,70 3,51
7,0-10,5 8,75 208 11,95 15,46
10,5-14,0 12,25 658 37,82 53,28
14,0-17,5 15,75 475 27,30 80,57
17,5-21,0 19,25 184 10,57 91,15
21,0-245 22,75 91 5,23 96,38
24,5 -28,0 26,25 27 1,55 97,93
28,0-31,5 29,75 18 1,03 98,97
31,5-35,0 33,25 4 0,23 99,20
35,0-38,5 36,75 8 0,46 99,66
38,5-42,0 40,25 1 0,06 99,71
42,0-455 43,75 2 0,11 99,83
45,5-49,0 47,25 2 0,11 99,94
49,0 - 52,5 50,75 1 0,06 100

TOTAL - 1740 100 -
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Tabela A4.1. Protocolo Experimental: Avaliagdo da atividade antioxidante in vivo PSI-A erva-mate.

Grupo:

Controle

Inicio:

11/06/07

Hora tratam:

16h

Dose:

5,0 ml/1000g

Sacrificio:

Animal:

rato

Sexo:

macho

Massa corporal dos ratos em gramas
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Tabela A4.2. Protocolo Experimental: Avaliagdo da atividade antioxidante in vivo PSI-A erva-mate.

Grupo:

Adjuvante

Inicio:

11/06/07

Hora tratam:

16h

Dose:

116 mg/1000g

Sacrificio:

Animal:

rato

Sexo:

macho

Massa corporal dos ratos em gramas

Data
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Tabela A4.3. Protocolo Experimental: Avaliagdo da atividade antioxidante in vivo PSI-A erva-mate.

Grupo:

PSI-A

Inicio:

11/06/07

Hora tratam:

16h

Dose:

386 mg/1000g

Sacrificio:

Animal:

rato

Sexo:

macho
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL-
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Nivel: Doutorado

Area de conceniracao: PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS

Titulo: Avaliagdo tecnolégica e atividade antioxidante de produtos secos por spray-drying
de /lex paraguariensis A, 5t. Hil. - Aquifoliaceae (erva-mate)

Doutoranda: FRANCILENE AMARAL DA SILVA

PARECER

A tese defendida pela doutoranda Francilene Amaral da Silva teve por objetivos,
em uma primeira etapa, desenvolver e caracterizar tecnologicamente produtos
secos nebulizados em escala semi-industrial e fragbes enriquecidas em
polifendis obtidos a partir de solugéo exirativa agquosa de Jfex paraguariensis
(erva-mate). Nesta parte do trabalho destaca-se a validaco de metodologia
para analise de polifendis, em diferentes matrizes, sendo que a desenvolvida
para soluces extrativas ja se encontra em fase de publicaggo. Ainda, o estudo
de fotoestabilidade & inédito e ressalta a impertancia do método de secagem e
selecdo dos adjuvantes na obtengdo de um produto estavel concentrado em
polifendis. A correlagdo entre o fecr de polifendis e atividade antioxidante &
demonstrada na segunda parte da tese, também inédita no que se refere a
produtos secos derivados de llex paraguariensis, Q trabalho esta bem
fundamentado e o conjunto de resultados traz uma imporiante contribuigdo ao
desenvolvimento de novos produtos contendo erva-mate. Pelo exposto, sou de

parecer favoravel a concesséo do titulo de Doutor a Francilene Amaral da Silva.

S,
Profa. Dr. Leticia Scherer Koester
Porto Alegre, 11 de outubro de 2007,

[verado 2EJAN2005)]
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Titule: Avaliagao tecnolégica e atividade antioxidante de produtos secos por spray-drying
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