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RESUMO

O cultivo de plantas das espécies de Vitis (Vitaceae), conhecidas popularmente
como videiras, representa uma das atividades econbémicas mais proeminentes no
Sul do Brasil. Figuram entre as espécies mais ricas em compostos polifendlicos,
sendo 0os mesmos responsaveis por inumeras atividades biolégicas e farmacoldgicas
importantes, dentre as quais, a antioxidante. Neste contexto, este trabalho objetivou
analisar quali e quantitativamente os principais grupos polifendlicos encontrados em
extratos de videiras, os antocianos e flavonodides, bem como realizar ensaio para
avaliacao da atividade antioxidante in vitro. Neste sentido foram desenvolvidos e
validados dois métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector
UV/VIS. A analise dos compostos fendlicos incluiram a utilizagdo de duas colunas
diferentes, sendo uma constituida por silica Cig € outra RP-18 com particulas
hibridas contendo ligagcbes etano-silicone. Em ambos os métodos foram utilizados
sistema de eluicdo em gradiente, cuja composi¢cao das fases méveis foram agua e
acetonitrila acificadas com acido trifluoracético. Os métodos desenvolvidos foram
validados segundo as normas vigentes e atenderam aos parametros de validagéo
como especificidade, linearidade, precisdo, sensibilidade, exatiddao e robustez nas
faixas de concentracao avaliadas. O presente estudo também investigou a atividade
antioxidante in vitro dos extratos de videira através do método potencial antioxidante
reativo total (TRAP), o qual foi otimizado e validado segundo normas internacionais,
utilizando Trolox como referéncia. A partir deste método também foi possivel avaliar
a reatividade total antioxidante (TAR). Todas as concentragdes testadas
apresentaram reatividade instantanea inferior ao composto de referéncia, entretanto,

demonstraram atividade antioxidante superior ao Trolox 200 nM.

Palavras-chave: Vitis, videira, antocianos, flavondides, validagdo, atividade

antioxidante.






ABSTRACT

Evaluation of chemical profile and potential antioxidant activity of extracts rich in
polyphenols from species widely cultivated in Rio Grande do Sul, with the aim of

applying their use in pharmaceutical formulations.

The cultivation of plants from Vitis species (Vitaceae), popularly known as grapevine,
is one of the most prominent economic activities in southern Brazil. The Vitis species
is one of the plants that is most rich in polyphenolic compounds, responsible for
numerous important pharmacological and biological activities, such as antioxidant
activity. In this context, this study aimed to analyze qualitatively and quantitatively the
principal groups encountered in grapevine extracts, the anthocyans and flavonoids,
and to assay their antioxidant activities in vitro. For this purpose, two methods were
developed and validated using high-performance liquid chromatography, employing a
UV/VIS detector. The analysis of phenolic compounds included the utilization of two
different columns: a column constituted by silica C4g and other RP18 column with
bridged ethane-silicon hybrid particles. In both methods, a gradient system was used,
with water and acetonitrile acidified with trifluoroacetic acid as a mobile phase. The
methods developed were validated according to ICH evaluating parameters such as
specificity, linearity, precision, sensibility, accuracy and robustness in the
concentration range evaluated. The present study also analyzed the antioxidant
activity in vitro of grapevine extracts employing the Total Reactive Antioxidant
Potencial (TRAP) method, which was optimized and validated according to
international patterns, using Trolox as a reference substance. This method also
allowed evaluation of the total instantaneous reactivity (TAR). In all concentrations,
the samples presented lower instantaneous reactivity than that of the reference
compound. In contrast, the samples presented higher antioxidant activity than Trolox
200 nM.

Key-words: Vitis, grapevine, flavonoids, anthocyans, validation, antioxidant activity.






INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA







Plantas medicinais e seus derivados constituiram durante muito tempo a base
da terapéutica da humanidade. Entre as inumeras espécies vegetais de interesse
medicinal encontram-se as plantas do género Vitis, pertencentes a familia Vitaceae,

as quais sao amplamente distribuidas em varios paises.

Folhas de videira, especialmente as vermelhas, estdo na medicina popular de
diversos paises em inumeras formas farmacéuticas, especialmente na Europa, tanto
em formulagdes para uso tépico quanto sistémico. No Brasil, no entanto, ndo ha
relatos até a presente data de estudo sobre as folhas de videiras cultivadas no Pais,
bem como acerca de suas caracteristicas fitoquimicas e avaliacdo de atividade

bioldgica e/ou farmacoldgica.

O Rio Grande do Sul figura como o principal produtor de uvas no Brasil, 0 que
facilita a pesquisa de novos produtos do metabolismo das videiras de interesse ao
setor farmacéutico. Assim, a descoberta de compostos com propriedades bioldgicas
importantes, como os flavondides, nas espécies de Vitis, apresenta-se oportuno para
agregar valor a essa matéria-prima, pois possibilita o uso de partes desprezadas da
planta, como cascas do fruto, folhas, peciolos, entre outras. Além disso, tal fonte de

matéria-prima é renovavel.

Neste contexto, considerando que ndo ha estudo sistematico de folhas de
videiras cultivadas no Brasil, o potencial terapéutico ainda inexplorado abre
perspectivas para futuras aplicacbes dos compostos dessas plantas, como no

tratamento de diversas doencas.

Inumeros estudos encontrados na literatura apontaram para varias atividades
farmacologicas dos flavondides. Dessa maneira, distintas linhas de pesquisa
poderiam surgir a partir do aprofundamento dos estudos com Vitis. O interesse
econdmico dos flavondides é decorrente de suas diferentes propriedades. Ensaios
bioldgicos revelaram que os flavondides exibem uma grande acao sobre os sistemas
biolégicos demostrando efeito antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotdxico,
antineoplasico, antioxidante, anti-hepatotéxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico,
antiinflamatorio e antiplaquetario. Também provocaram aumento na permeabilidade
capilar, inibicao da exudacgao protéica e da migragcao de leucdcitos (PELZER et al.,
1998). Estes efeitos podem estar relacionados as propriedades inibitérias que os

flavondides desempenham nos varios sistemas enzimaticos incluindo hidrolases,



isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteinas

fosfoquinases e amino acido oxidases (FERGUSON, 2001).

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas folhas das espécies Vitis sp.
baseando-se em levantamento bibliografico acerca de seus constituintes, levando
em consideracao as variedades cultivadas no Rio Grande do Sul. Apds a sele¢ao da
procedéncia da matéria-prima vegetal, as solugdes extrativas foram submetidas a

analise fitoquimica e avaliagao preliminar da atividade antioxidante in vitro.



OBJETIVOS







Objetivo Geral:

O objetivo geral deste trabalho foi realizar analise fitoquimica e avaliagao da
atividade antioxidante in vitro de duas variedades de espécies do género Vitis,

cultivas no RS.

Objetivos Especificos:

- Analisar qualitativamente e quantitativamente os principais os compostos

flavonoidicos nos extratos.

- Desenvolver e validar métodos analiticos para a analise de antocianos e

flavondides dos extratos preparados, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

- Investigar a atividade antioxidante in vitro de extratos de duas variedades do

género Vitis.






CAPITULO | — ANALISE FITOQUIMICA







1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aspectos botanicos, agrondmicos e econdémicos

O género Vitis L. abrange cerca de 40 espécies pertencentes a familia
Vitaceae (Ampelidaceae). As espécies deste género, popularmente conhecidas no
Brasil como videiras, distribuem-se em regides tropicais, subtropicais e temperadas.
Este género subdivide-se em dois subgéneros, sendo o mais importante o Euvitis
dentro do qual se encontram duas espécies de grande importancia para a agricultura
- Vitis labrusca e Vitis vinifera- seja para a produgao de vinho, seja para o0 consumo
in natura dos frutos (BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1995).

Trata-se de planta sarmentosa perene, caracterizada por apresentar um
tronco cuja altura pode alcangar 35 metros. Entretanto, devido ao procedimento de
poda, chega a medir entre 1 e 3 metros de altura. Apresenta folhas circulares ou
ovais, delgadas, que medem entre 5 e 23 cm de didmetro, dentadas ou ndo em suas
bordas, desprovidas de pélos e geralmente com coloragdo esverdeada na face
superior e lanugem parda na face inferior, caracterizadas por apresentar entre 4 e 5
I6bulos na espécie V. vinifera (ALONSO, 2005) e auséncia dos mesmos na espécie
V. labrusca. O provavel centro de origem paleontologica das videiras atuais € a
Groenlandia  (GIOVANNINI, 1999). Vitis vinifera, espécie surgida ha
aproximadamente 300.000 anos no Caucaso (entre Arménia e a Pérsia), difundiu-se
por toda a Asia Menor, Oriente Médio e costas do Mediterraneo. Posteriormente,
com a descoberta de novos continentes, foi levada a América e a Oceania. Ja a
espécie Vitis labrusca ocorre desde o sudeste do Canada até a Carolina do Sul, na
costa leste dos E.U.A., sendo a espécie americana ha mais tempo conhecida
(GIOVANNINI, 1999).

Durante os ultimos cem anos diversas espécies americanas e hibridas entre
V. vinifera e espécies americanas, mais resistentes as infec¢des, tem sido
introduzidas na Europa (BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1985). No Brasil, a videira
foi introduzida por Martim Afonso de Souza, em 1532, na Capitania de Sao Vicente e
no Rio Grande do Sul, pelo jesuita espanhol Roque Gonzales de Santa Cruz, em
1726, quando da fundacdo da reducdo de Sao Nicolau. Uma nova introducgao foi

feita por agorianos e madeirenses, a partir de 1742. Entretanto, a viticultura brasileira



foi impulsionada a partir de 1875 com a chegada dos primeiros colonos italianos
(GIOVANNINI, 1999; IBRAVIN, 2005).

A viticultura mundial ocupa uma area superior a 7 milhées de hectares, sendo
a Europa responsavel por mais de 4,4 milhdes. Os paises que se destacam em
areas plantadas s&o a Espanha, Italia e Franga. No Brasil, a viticultura ocupa uma
area superior a 60 mil hectares e é realizada desde o Rio Grande do Sul até o
Nordeste, incluindo Santa Catarina, Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. Segundo a
Unido Brasileira da Vitivinicultura (UVIBRA, 2007), a producédo de uvas viniferas e
uvas comuns foi, respectivamente, em torno de 720.00 e 500.000 toneladas em
2007.

O Rio Grande do Sul figura como o principal produtor de uvas no Brasil
(MELLO e PROTAS, 2005). O total de vinhedos no estado abrange cerca de 36000
hectares e esta difundido em 24 microrregides, nas quais a tradicional regido
produtora, localizada na Serra Gaucha, ocupa mais de 84 % da area viticola do
Estado (MELLO, 2005). Nos ultimos anos, a tendéncia de ampliagao das areas de
espécies viniferas - principalmente Cabernet Sauvignon e Merlot, entre as tintas, e
Chardonnay, entre as brancas - acentuou-se significativamente. Contudo, segue a
predominancia de cultivo de uvas hibridas e americanas (com 90 % da produgéo,
contra 10 % de variedades finas) (UVIBRA, 2007).

A uva para fins industriais € ordenada de acordo com sua aptiddao ou
qualidade enolégica, sendo distribuida conforme a tabela A1 (anexos), a qual retrata
as variedades cultivadas no Brasil. As variedades objeto de estudo neste trabalho
pertencem as seguintes classes: Grupo |, viniferas nobres tintas (Cabernet

sauvignon) e ao Grupo lll, designadas de comum tintas, Couderc ou Seibel 1077.

No Brasil, a maior importancia econémica esta relacionada aos frutos que sao
comercializados para consumo in natura e utilizados na producédo de vinhos, sucos,
espumantes, geléias e passas. Residuos de subprodutos da produgéo ou de outras
partes da planta, como as folhas, ndo possuem destino, exceto para as sementes,

das quais € obtido 6leo, para utilizacdo em cosméticos.

Por outro lado, em diversos paises, principalmente na Europa, com destaque

para a Franga, encontram-se disponiveis para comercializagao alguns produtos em
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diversas formas farmacéuticas a base de folhas da uva (VANACLOCHA E
FOLCLARA, 2003), além de cosméticos, chas e outros produtos correlacionados,
vendidos como suplementos alimentares (LABELL, 2003; PL THOMAS, 2005).

Outros exemplos sao apresentados na tabela A2 (anexos).

1.2 Aspectos fitoquimicos

Desde o inicio do século 20, Vitis vinifera tem sido objeto de muitos estudos
quimicos que ressaltaram notaveis diferengcas na composi¢cdo quimica de cultivares
e variedades estudadas. Numerosos compostos quimicos, pertencentes a diferentes
classes, tém sido isolados de frutos, folhas e de outras partes da planta e podem ser
classificados de maneira geral em compostos fendlicos, acidos organicos, vitaminas,
enzimas, carboidratos, compostos nitrogenados, terpenos e oleos volateis, ceras,
lipidios entre outros (BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1995; ALONSO, 2005).
Considerando a grande variedade de subespécies de uvas, os compostos ativos
podem variar sobretudo de forma quantitativa em relagdo a qualitativa (ALONSO,
2005). Entre as substancias encontradas nas diversas partes da planta,
indubitavelmente os compostos fendlicos tém despertado o maior interesse quanto a
investigacdo de diversas atividades biolégicas e/ou farmacoldgicas, sobretudo

antioxidante.

Em sua maior parte, os estudos demonstram que os compostos presentes
nas folhas de videiras pertencem principalmente a flavondis glicosilados (Tabela 1.1

e Tabela 1.2) e antocianos.

MATAIX et al. (1982) estudaram a composicao de flavondis durante a
frutificacdo em folhas de dois cultivares, Airen e Cencibel, na Espanha. Foram
identificadas duas agliconas, canferol e quercetina, e trés glicosideos da quercetina
por cromatografia em papel, entre eles quercetina-3-O-galactosideo (hiperosideo).
Segundo os autores, as condi¢gdes de cultivo e déficit de nutrientes podem
influenciar na composicédo de flavondis em alguns estagios de desenvolvimento.
Entretanto, dois flavondis extensamente encontrados em folhas de diversos
cultivares de Vitis vinifera , quercetina-3-O-ramnosideo (quercitrina) e quercetina-3-
O-ramnoglicosideo (rutina), ndo foram encontrados nestas variedades. Este ultimo

composto é considerado por alguns autores um flavonol marcador das folhas de Vitis
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vinifera, demonstrando assim que a composicao de flavonois em folhas de videira

depende, na maior parte, de caracteristicas genéticas.

Em estudo realizado por DARNE e GLORIES (1988), foram avaliados
antocianos totais e individuais de extratos de folhas vermelhas de trés variedades de
Vitis vinifera (Merlot noir, Cabernet Sauvignon e Gamay Fréaux), em trés estagios do
desenvolvimento sazonal (no inicio da maturagao (veraison) e na maturidade das
uvas, e na queda das folhas) através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas
condicdes que constam na Tabela 1.3. Além disso, compararam a composi¢ao das
folhas com os frutos, os quais foram distintos entre si. As folhas de uvas que
produzem sucos tintos sdo mais ricas em antocianos do que folhas de cultivares
nao-coloridos. Em alguns cultivares, o teor de antocianos totais nas folhas aumentou
durante a maturacdo do fruto, o qual diminuiu no periodo da queda das folhas. A
natureza dos antocianos das folhas na maturidade da uva pertence a dois grandes
grupos: antocianos e antocianos acilados. Nos trés tipos de videiras, 3-
monoglicosideos da peonidina e da cianidina constituiram a composi¢céo essencial.
Independente da variedade e do estagio de desenvolvimento, os antocianos

estiveram presentes.

Um estudo por cromatografia liquida de alta eficiéncia de antocianos das
folhas de vigne rouge (Vitis vinifera) (Tabela 1.3), efetuadas em diversas
preparagdes farmacéuticas, permitiu a separacdo de 5 monoglicosideos
antocianicos, dos quais cianidina e peonidina representaram mais de 60 % dos
antocianos totais. Entretanto, as formas aciladas foram encontradas em quantidade
escassa (LAPARRA e DARNE, 1989).

Com o intuito de propor métodos de controle de qualidade com a utilizagao da
cromatografia em camada delgada e da cromatografia liquida de alta eficiéncia, trés
flavonodides foram isolados e identificados das folhas de 3 cultivares de Vitis vinifera
variedade tinta (Alicante, Carignam e Grand noir): hiperina (hiperosideo), quercetina
3-O-glicosideo (isoquercitrina) e quercetina 3-O-glicuronideo, sendo este, para todas

as variedades, o composto majoritario (DIAZ LANZA et al., 1989).

PROLIAC et al. (1990) isolaram, purificaram e identificaram através de

cromatografia em papel quercetina 3-O-glicosideo e quercetina 3-O- glicuronideo na
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folha de Vigne rouge. JEONG e colaboradores (2006) avaliaram a composi¢ao de
flavonois em diversos orgdos de trés variedades de Vitis vinifera, Cabernet
Sauvignon, Dornfelder e Muscat Hamburg, que apresentaram quantidade de
quercetina superior a miricetina e canferol, particularmente nas folhas pequenas. Em
adicdo, as mesmas apresentaram altas quantidades de prodelfinidinas e
procianidinas, e, segundo os autores, alguns cultivares de uvas também acumulam

antocianos em folhas jovens pequenas na primavera.

Ao investigar cultivares marroquinos, HMAMOUCHI et al., (1996)
caracterizaram dez flavondides entre os quais miricetina, apigenina-7-glicosideo,
luteolina-7-glucosideo e quercetina-3-ramnogalactosideo foram descritos pela
primeira vez nas folhas de Vitis vinifera. Os outros constituintes caracterizados
foram: canferol, quercetina, quercetina-3-glicosideo, quercetina-3-ramnosideo e

quercetina-3-glicosil-ramnosideo.

Em estudo quimiotaxondmico, com objetivo de correlacionar a morfologia da
folha com o tipo de flavonoide presente, MOORE e GIANNASI (1994) isolaram
flavonodides de 22 espécies de Vitis do Norte do México , utilizando cromatografia bi-
dimensional, encontrando para Vitis labrusca os seguintes compostos: canferol 3-O-
glicosideo, canferol 3-O-glicuronideo, quercetina 3-O-glicosideo, quercetina 3-O-
glicuronideo , miricetina 3-O glicosideo, miricetina 3-O-glicuronideo e luteolina 7-O-
glicosideo, sendo que quercetina 3-O-rutinosideo e quercetina 3-O-

arabinoglicosideo forma encontrados em menos de 50 % das amostras analisadas.

Recentemente, MONAGAS e colaboradores (2006a) caracterizaram, através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um detector de massas,
diversos suplementos dietéticos fabricados a partir de subprodutos da producéo da
uva como sementes, cascas, bagago e folhas da espécie Vitis vinifera. Os
compostos encontrados nas folhas foram as cinco antocianidinas glicosiladas na
posicdo 3 do anel B, como delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina,
entre 0os quais cianidina e peonidina figuraram entre os majoritarios. Entre os
compostos ndo antocianicos encontrados incluem-se o acido cafeoiltartarico (acido
caftarico) e os flavondis quercetina 3-O-galactosideo, quercetina-3-O-glicuronideo e

quercetina-3-O-glicosideo entre os compostos majoritarios.
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Tabela 1.1: Exemplos de flavonoides encontrados em folhas de videira.

OH

Fa 0

Ry
C
OFg
OH 0
Composto Ry R Rs

Rutina -OH -ramnoglicose -OH
Hiperosideo -OH -galactose -OH
Isoquercitrina -OH -glicose -OH
Quercetina 3-O-glicuronideo -OH acido glicurénico -OH
Quercitrina -OH -ramnose -OH
Quercetina -OH -H -OH
Canferol -H -H -OH

TABELA 1.2: Principais flavonéides encontrados na folha da videira e suas denominacoes.

Composto

Sinbénimos

Referéncia

Quercetina 3-0O-
galactosideo

Hiperosideo

BUTTERWECK et al. (2002)

Quercetina 3-O-

Isoquercitrosideo; Isoquercitrina;

BUTTERWECK et al. (2002);

glicosideo Isotrifoliina CHEMICAL, 2008
Quercetina 3 O- Quercetina 3-O-beta-D- BUTTERWECK et al. (2002)
glicuronideo glicuronopiranosideo; Miguelianina

Tabela 1.3: Condi¢des cromatograficas relatadas na literatura para analise de antocianos em folhas

de videira por CLAE.

Coluna Sistema de Fase Mével Fluxo Deteccdo Referéncia
eluicdo ]
A: Agua com 5 % de (DBﬁSEFES
XL3-ODS®Cyg acido formico, pH 2,1 : ’
B . ) o 1mL/min 1988.
eckman gradiente B:Metanol com 5 % de . 520 nm )
- .. t ambiente LAPARRA;
(70 mm), 3 ym acido formico DARNE
. 1989.
Novapack™ Cyg A: agua/acido férmico,
Waters dionte 90110 VAV 07 mbimin o0 MONAGAS
(150 x3,9 mm), 4 9 B: agua/metanol/acido t ambiente ZOOé,a
um férmico, 45/45/10 viviv
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Outra classe de compostos polifendlicos com prevaléncia consideravel nas
folnas compreende os taninos. Trés elagitaninos foram isolados das folhas de V.
vinifera e identificados como brevilagina-1, vitilagina e isovitilagina (BOMBARDELLI
e MORAZZONI, 1995). As proantocianidinas poliméricas isoladas e purificadas a
partir das folhas da videira da variedade Carignan sao principalmente constituidas
de unidades 2,3-cis. As proantocianidinas sdo constituidas por unidades de
procianidina e prodelfinidina ndo esterificadas (desprovidas de grupamentos galoil).
A razéo entre procianidinas/prodelfinidinas aumenta quando as folhas passam da
coloragao verde para o vermelho no outono. Este fenbmeno coincide com a
formacgao nas folhas, no outono, dos pigmentos antocianicos derivados da malvidina
(BOUKHARTA et al., 1990).

Vitis vinifera contém ainda outros grupos fendlicos pertencentes ao grupo
estilbeno, as fitoalexinas, compostos produzidos pelas plantas em resposta ao
ataque microbiano. Sua producédo € reconhecida como sendo um mecanismo de
resisténcia a doengas. Entre os mesmos, resveratrol e viniferinas (oligbmeros de
resveratrol) sdo sintetizados nas folhas de Vitis vinifera durante infecgdes por
Botrytis cinerea, Plasmopara viticola, Uncinola necator e devido a radiagao
ultravioleta (PRYCE e LANGCAKE, 1977). Trans-pterostilbeno (3,5-dimetoxi-4'—
hidroxistilbeno) € um composto antifungico induzido, produzido durante infecgéo por
Plasmopara viticola, que pode ser encontrado nas folhas do cultivar Carbenet
sauvignon (LANGCAKE et al., 1979).

Até a presente data foram encontrados na literatura poucos relatos de
estudos quanto a presencga de flavonoides nas folhas de variedades de videiras da
espécie Vitis vinifera ou hibridas e apenas um estudo da composicado das folhas de
videiras cultivadas no Brasil da espécie Vitis vinifera realizada por FELICIO et al.

(2001), com énfase aos estilbenos, cuja variedade ou cultivar nao foi designado.

1.3 Aspectos etnofarmacologicos e farmacolégicos

Das principais partes da planta derivaram numerosos remédios, utilizados na
medicina popular desde os tempos antigos (BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1995).

As folhas jovens e tenras de Vitis vinifera sdo um importante alimento, em

virtude de serem fontes ricas em vitaminas e minerais, utilizadas em diversas

17



preparagdes na culinaria de diversos paises como Turquia, Grécia e paises do
Mediterraneo (SAT; SENGUL; KELES, 2002). No Ir4, além das folhas de uva serem
utilizadas na culinaria (Vine leaf dolma), remédios a base de folha de videira sdo
utilizados tradicionalmente para diarréia, hepatites e estomatites (ORHAN et al.,
2007).

Preparagdes a base de folha da videira sdo utilizadas tradicionalmente (via
oral e topica) no tratamento sintomatico de transtornos funcionais da fragilidade
capilar cutanea, tais como equimoses e petéquias, bem como nas manifestacoes
subjetivas da insuficiéncia venosa, como pernas cansadas (BRUNETON, 2001).
Devido as propriedades adstringentes e hemostaticas, sao utilizadas no tratamento
da diarréia, hemorragias (GHARIB-NASERI; ZAREI; AMIRI, 2006; ORHAN et al.,
2006) e hemorroidas (BOMBARDELLI; MORAZZONI, 1995; VANACLOCHA,;
FOLCARA, 2003). Na Anatdlia, além da infusdo de variedades de folhas vermelhas
serem utilizadas como hemostaticas e no tratamento de diarréias, as folhas frescas
sdo empregadas externamente para cicatrizagdo de feridas. Na Turquia € utilizada
na medicina popular para reduzir os niveis de glicose sanglineo e como ténico
(ORHAN et al., 2006).

Por via toépica as folhas sao utilizadas tradicionalmente nos casos de
transtornos oculares devido a diversas causas, como ambiente com fumaca, esforgo
visual continuado, banhos de mar ou de piscina (BOMBARDELLI e MORAZZONI,
1995; BRUNETON, 2001) e blefarites (VANACLOCHA e FOLCARA, 2003). Também
sao utilizados como coadjuvantes, por via topica, no tratamento de varizes
(VANACLOCHA; FOLCARA, 2003).

A folha da videira Vitis vinifera da variedade tinta, denominada Vigne rouge,
caracterizada por apresentar frutos de bagas vermelhas e casca preta, é utilizada na
medicina tradicional européia no tratamento de insuficiéncia venosa (LAPARRA e
DARNE, 1989), sendo empregada na Franga na terapéutica na forma de infusao,
extrato seco e em outras formas farmacéuticas (DIAS LANZA et al., 1989; LAPARRA
e DARNE, 1989), além do tratamento de doencas cardiacas (HMAMOUCHI et al.,
1996). O amplo uso popular despertou interesse em investigar seus constituintes e
propriedades farmacoldgicas, sendo desta forma incluida na 10? edigdo da

Farmacopéia Francesa. Posteriormente, alguns estudos confirmaram a eficacia no
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tratamento de insuficiéncia venosa do extrato padronizado administrado por via oral
(KIESEWETTER, 2000; NEES et al., 2003; KALUS et al., 2004). O referido extrato
padronizado e comercializado como suplemento alimentar, em formas
farmacéuticas, cuja patente encontra-se depositada em diversos paises
(ESPERESTER, 2007), em cujo texto ha a mencao de que amplitude das suas
acdes farmacologicas ainda n&o foram completamente elucidadas. Contudo,
consideram como  substancias ativas a quercetina-3-O-beta-D-glicuronideo e
isoquercetrina (quercetina-3-O-beta-glicosideo), sendo que estudos in vitro
indicaram que possui atividade antioxidante e antiinflamatéria e pode inibir a
agregacao plaquetaria e hialuronidase e reduzir o edema, possivelmente por reduzir
a permeabilidade capilar. Estudos pré-clinicos in vivo demonstraram efeito

antiinflamatério e sobre a parede capilar.

Outro estudo relata a atividade de extratos de folhas da videira vermelha (Vitis
vinifera), contra o herpes virus simples HSV-1 in vitro (GIRRE et al.,1990), onde

também foi verificada a importancia da extracido aquosa sob baixas temperaturas.

Recentemente, diversos trabalhos tém sido publicados por um grupo de
pesquisadores pertencentes a Universidade de Ciéncias Médicas Jondi Shapour
Ahwaz, no Ira, cujo centro da investigagcdo consiste na avaliacdo de diversas
atividades farmacoldgicas relatadas a seguir de um extrato hidroalcodlico de folha de
uva Vitis vinifera, variedade Askari. O extrato € obtido por maceragao com etanol a
70 % (10 g de folha seca e moida: 46 mL solvente) por 72 horas, a temperatura
ambiente. Segundo os autores, as atividades relacionadas sao atribuidas a

quercetina, contudo, ndo ha investigacao acerca de outros constituintes.

Em 2004, GHARIB-NASERI e VAKILZADEH observaram que um extrato
hidroalcodlico de Vitis vinifera, cuja variedade nao foi designada, apresentou efeito
relaxante sobre a traquéia de ratos pré-contraida por acetilcolina ou cloreto de
potassio. Posteriormente, outra atividade, a broncodilatora foi avaliada através de
contragdes induzidas por KCI (60 mM) e acetilcolina (55 yM) em traquéia isolada de
ratos. Os resultados demonstraram que o extrato nas concentragdes de 0,5; 1; 2; 4 e
8 mg/mL reduziu significativamente as contragdes induzidas por KCl de forma
concentragdo-dependente. O efeito ndo foi revertido por inibidor da oxido nitrico

sintase (L-NAME, 100 pM) nem tampouco pelo antagonista de receptor beta-
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adrenérgico (propranolol 1 uM). As mesmas concentragdes de extrato atenuaram as
contragdes induzidas por acetilcolina (ACh). Estes resultados sugerem que o efeito
broncodilatador é mediado via canais de calcio voltagem-dependentes e que os
receptores beta-adrenérgicos e de noradrenalina ndo estariam envolvidos (GHARIB-
NASERI; HEIDARI, 2006a).

O efeito espasmolitico foi investigado através do ensaio em contragdes de
célon de ratos induzidas por alguns espasmdgenos, utilizando concentragdes de 0,5
a 4 mg/mL de extrato. Nesta faixa verificou-se potente atividade relaxante que
reduziu contragdes induzidas por diferentes agentes reconhecidamente contratores
como KCI (60 mM), BaCl, (4 mM) e acetilcolina (1uM) de forma concentragao-
dependente. Os resultados sugerem que o efeito espasmolitico pode ser atribuido
ao bloqueio de canais de calcio voltagem-dependentes e ativagdo de canais de
potassio regulados por Ca*? (GHARIB-NASERI; ZAREI; AMIRI, 2006).

Em um estudo realizado por ORHAN e colaboradores (2006), foi avaliada pela
primeira vez a atividade antidiabética de extratos aquosos de folhas de Vitis vinifera
administrados oralmente (250 mg/kg e 500 mg/kg) a ratos previamente induzidos a
diabete, quando observou-se um resultado mais pronunciado das folhas da uva em
relacdo a substancia de referéncia (tolbutamida), para os extratos na dose de 250
mg/kg. A posterior extragdo dos extratos aquosos com solventes organicos revelou
que a fracdo acetato de etila (50 mg/kg) produziu o mesmo efeito do farmaco de
referéncia. Esta fracdo foi a mais rica dos extratos organicos em flavondides e
taninos apds analise por CCD (cromatografia em camada delgada). Os autores
chegaram a conclusdo que a atividade antidiabética estava relacionada com a

atividade antioxidante in vivo desses extratos.
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1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Obtencéo e Caracterizacdo da Matéria-Prima Vegetal
1.4.1.2 Material vegetal

A matéria-prima vegetal para estudo foi constituida de folhas avermelhadas
das variedades Cabernet sauvignon (Vitis vinifera), cujo sistema de condugao era
disposto em espaldeira, e Couderc - hibrida de Vitis vinifera x (Vitis rupestris x Vitis
linsecumii) - disposta em latada (pergola), coletadas na regido vinicola serrana do
Rio Grande do Sul, cidade de Cotipora, na propriedade pertencente a Vinicola
Marson, nos meses de maio de 2005 e 2007, época em que ocorre a queda das

mesmas.

O material vegetal foi coletado manualmente e, apds a selegdo, seco em
ambiente arejado ao abrigo da luz, em temperatura entre 10 e 25 °C. Apds a
secagem, as folhas de cada variedade foram classificadas em “6timas”, “médias” e
“ruins”, cujos critérios para classificacdo foram a homogeneidade de coloragédo e a
auséncia de partes danificadas, sendo estas ultimas descartadas e as médias
reservadas para experimentos que necessitassem de maior quantidade. Retirou-se o
peciolo de cada folha e, posteriormente, o material vegetal seco foi pulverizado com
o auxilio de um moinho de facas IKA A11 basic (IKA-WERKE) e submetido a
tamisacdo em tamis com abertura nominal de malha 355 um. O pé seco, pulverizado
e tamisado foi armazenado em embalagem de vidro ambar, sob a protegédo da luz

com auxilio de papel aluminio, e em ambiente seco.

1.4.1.3 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

Determinacao da perda por dessecacao (FARMACOPEIA, 1988)

Para realizagdo deste ensaio, utilizou-se o método gravimétrico descrito para
a determinagao de perda por dessecagao presente na Farmacopéia Brasileira 4. ed.
(1988). Os resultados foram expressos em perda de massa percentual, através da

meédia de trés determinacgdes.
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Determinacéo do teor de polifendis totais

A determinacdo do teor de polifendis totais foi realizada segundo método
preconizado pela monografia para Vigne rouge (PHARMACOPEE, 1996) e
comparou-se com a técnica mais recente introduzida na Farmacopéia Européia,
integrante da técnica geral para doseamento de taninos (EUROPEAN, 2002). Os

resultados foram expressos em pirogalol.
Determinacgao do teor de antocianos

A determinacdo de antocianos foi efetuada conforme método estabelecido
para monografia de Vigne rouge (PHARMACOPEE, 1996). Os resultados foram

expressos em glicosideo de cianidol.

1.4.2 Avaliacdo Preliminar das Condi¢cbes de Extracdo e Desenvolvimento de

Método Analitico para Analise de Antocianos e Flavondides
1.4.2.1 Procedimentos Gerais
Preparagdo dos extratos

A matéria-prima vegetal seca e moida foi pesada em balanca analitica e
submetida a extragdo por maceragcdo dindmica num copo de béquer com
capacidade de 50 mL agitando com barra magnética, em placa de agitacdo na
velocidade 6, em temperatura ambiente, durante 15 min, utilizando 25 mL do
solvente selecionado. Primeiramente adicionou-se metade do volume do solvente e
incorporou-se lentamente o p6 seco e moido até dispersdo completa sob agitagao,
adicionando-se entdo o restante do solvente. As amostras foram filtradas em papel
fitro Whatmann n° 1, em kitazato, com auxilio de funil de blchner de 6,5 cm de
diametro. O volume foi retomado em baldao volumétrico de 25 mL e completado até
25 mL.

Avaliacéo preliminar das condi¢cdes de extracao

As folhas secas e moidas foram submetidas a diferentes solventes extratores

como agua ultrapura (Milli-Q® - Millipore) em diferentes pH (1 a 7), etanol (grau P.A.
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Synth®) e metanol (grau P.A. Synth®). As solucdes aquosas tiveram seu pH corrigido
com acido citrico, acido cloridrico ou hidréxido de sédio quando necessario,
medindo-se o pH em potencidmetro digital Digimed® DM-20. A avaliagdo preliminar
foi realizada através de varredura em espectrofotbmetro e, posteriormente, os

extratos foram submetidos a analise por CLAE.

Para auxiliar na identificacdo preliminar dos compostos, os mesmos foram
comparados com padrdes disponiveis no laboratério, com cromatogramas da

literatura e com os espectros no ultravioleta e visivel.
Analises cromatograficas por CLAE

As fases moéveis utilizadas no decorrer deste trabalho foram sempre filtradas
previamente as andlises, através de membrana filtrante (HPLV 047 Millipore®) e

desaeradas por 15 minutos em banho de ultrassom.

Todas as solugbes-amostra foram filtradas antes da inje¢cdo em CLAE.
Quando as solugdes continham metanol ou acetonitrila, empregou-se membrana de
PVDF (Millipore®). Quando o solvente foi predominantemente aquoso, como no caso
das solugdes extrativas e suas respectivas diluicdes, utilizou-se membrana de
ésteres de celulose’ (HAW PO 4700 - Millipore®), ambas com diametro nominal de

poro 0,45 ym e 13 mm de diametro.

O calculo das areas dos picos cromatograficos de interesse foi efetuado

através da integracdo dos mesmos pelo progama Empower®.

' Encontrou-se extrema dificuldade em filtrar solugbes extrativas aquosas em membrana de fluoreto de
polivilideno (PVDF; Millipore® ; 0,45 pym; 13 mm) para posterior analise em CLAE. Apos diversos testes com
membranas de filtragdo com especificagdes distintas, foi substituida por membrana de ésteres de celulose.
Presume-se que esta dificuldade possa ser atribuida a alguma interacédo ou falta da mesma entre componentes

do extrato e o material da membrana.
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1.4.2.2 Desenvolvimento de método para analise de antocianos e flavondides

Anélise cromatografica

Para o desenvolvimento do método para analise de antocianos, baseou-se
em metodologia previamente desenvolvida por RAMIREZ e ABOY?, cujas condigdes
cromatograficas estdo descritas na tabela 1.4 e o sistema gradiente na tabela 1.5. O
desenvolvimento em CLAE foi conduzido com a variedade Cabernet sauvignon, ja
que na literatura foram encontrados cromatogramas com perfis cromatograficos que

poderiam ser comparados com os dados experimentais obtidos.

Tabela 1.4: Pardmetros para andlise cromatografica preliminar da variedade Cabernet sauvignon.

Caracteristicas Descricédo
Cromatografo Waters Alliance 2695
Detector Waters 996

Coluna Symmetry® C43 Waters®
Pré-coluna Lichrospher® Merck®

Sistema de eluicéo
Composicdo da fase moével
Fluxo

Volume de injecao
Comprimento de onda

Sensibilidade de detecgéo

Gradiente

A) Agua®TFA (100:0,08; v/v) e B) ACN®:TFA °(100:0,08; v/v)
0,7 mL/min

10 L

520 nm e varredura

0,05 AUFS

® Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 4,6 x 250 mm /5 um

® Dimensdes da pré-coluna / Preenchimento: 10 x 4 mm / Bondapak® Waters C4g (37-55 um)
° Agua ultrapura (MiIIiQ® MILLIPORE)

4 ACN — Acetonitrila (grau analitico CLAE / MERCK)

®TFA — Acido Trifluoroacético (NUCLEAR)

2 método incluido em Tese de Doutorado em andamento neste PPGCEF intitulado: "Avaliagdo farmacoldgica de

extratos vegetais contendo antocianos sobre o aprendizado e memoria em diferentes modelos animais" - dados

nao publicados.
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Tabela 1.5: Sistema gradiente utilizado para analise cromatogréafica preliminar de antocianos da
variedade Cabernet sauvignon.

tempo (min) Fase A (%) Fase B ( %)
0 88 12
4 88 12
6 86 14
18 83 17
25 78 22
30 78 22
35 75 25
45 50 50
50 0 100
55 0 100

Curva de alteragao da proporgéo de solvente : 6.

1.5 VALIDACAO
1.5.1 Validagédo de Método para Anélise de Antocianos

1.5.1.1 Condi¢cdes Cromatograficas

Tabela 1.6 : Parametros para analise cromatografica da variedade Cabernet sauvignon.

Caracteristicas Descricéo
Cromatografo Waters Alliance 2695
Detector Waters UV/vis 2487
Coluna Symmetry® C1g Waters?
Pré-coluna Lichrospher® Merck®
Sistema de eluicao Gradiente

Composigéo da fase movel A) Agua®:TFA (100:0,08; v/v) e B) ACN®:TFA ©(100:0,08; v/v)
Fluxo 0,7 mL/min

Volume de injecao 10 yL

Comprimento de onda 520 nm

Sensibilidade de detecgao 0,05 AUFS
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@ Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 4,6 x 250 mm /5 um

® Dimensbes da pré-coluna / Preenchimento: 10 x 4 mm / Bondapak® Waters Cqg (37-55 pm)
° Agua ultrapura (MilliQ® MILLIPORE)

¢ ACN — Acetonitrila (grau analitico CLAE / MERCK)

¢ Acido Trifluoroacético (NUCLEAR)

Tabela 1.7: Sistema gradiente utilizado para anadlise cromatografica de antocianos da variedade
Cabernet sauvignon.

tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)

0 91 9

4 88 12
6 86 14
18 84 16
24 84 16
26 82 18
50 73 27
55 0 100
60 0 100

Curva de alteragao da proporgao de solvente : 6.

1.5.1.2 Parametros de validacao
Especificidade

A especificidade foi determinada apds a injecdo de diluigdes da solugao
extrativa da variedade Cabernet sauvignon, com concentracao tedrica final de 30
mg/mL, em cromatografo Waters Alliance 2695 com detector de fotodiodos Waters
PDA 996, com a finalidade de verificar a pureza do pico 2 selecionado como

marcador quimico, utilizado para calculo nos doseamentos.

Linearidade

A avaliacao da linearidade do método foi realizada pela construgao de curvas-
padrao obtidas tanto para o cloridrato de cianidina quanto para o extrato aquoso da

variedade Cabernet sauvignon.

As curvas-padréo de cloridrato de cianidina (ChromaDex®) foram construidas

empregando sete concentragdes diferentes, a partir de uma solucéo de referéncia na
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concentracao de 0,96 mg/mL em metanol/HCI, que foi sucessivamente diluida com
ACN/TFA 0,08 %°, a fim de se obter concentragdes tedricas de 240,180, 120, 60,
30, 15 e 6 pg/mL.

A curva de linearidade das amostras foi construida empregando sete
concentracdes diferentes, a partir de uma solucao extrativa da variedade Cabernet
sauvignon, preparada conforme descrito no item 1.4.2.1 cuja concentracao final foi
de 60 mg de droga/mL. A partir desta solugdo foram obtidas sucessivas diluicdes
obtendo-se concentragbes tedricas de 50,4; 40,2; 30; 20,4; 10,2 e 5,1 mg/mL.
Avaliou-se o 2° pico do cromatograma selecionado como marcador, que se refere a

cianidina-3-O- glicosideo.

Cada ponto foi injetado em triplicata, sendo o resultado expresso como a
média das trés determinacdes. Foram determinadas a equacido da reta e o

coeficiente de correlacido pelo método dos minimos quadrados.

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de analise da variancia
(ANOVA fator unico), com um nivel de significancia de 95 % (p<0,05) através do
programa estatistico SPSS versao 13.0 ® (Statistical Package for the Social Sciences
Inc., Chicago, IL), verificando-se previamente a homogeneidade de variancia através

do teste de Levene.
Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade (intra-dia) e

de precisao intermediaria (inter-dias).

® Na maior parte dos artigos citados na literatura consultada utiliza-se acido cloridrico (HCI) nas solugbes
utilizadas para solubilizagdo e diluigdo dos padrdes de antocianos. Entretanto, a substituigdo de HCI por outro
acido é fortemente recomendado, independente da concentragdo utilizada, pelo fabricante do cromatografo
liguido empregado no presente trabalho. Dessa forma, optou-se por solubilizar a solugdo padrdo em MEOH/HCI
e realizar as diluicdes com ACN/TFA 0,08 %, averiguando se ocorreu alguma alteracdo na érea ou espectro do

pico do cloridrato de cianidina, a fim de colaborar com a manutengao do equipamento.
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A verificacao da repetibilidade foi realizada mediante a analise da solugao
extrativa aquosa da variedade Cabernet sauvignon com concentragao teorica de 60
mg de droga/mL e com diluicbes da mesma para 30 e 5,1 mg/mL, injetadas em
triplicata, situadas na faixa de concentracdo da curva-padrao da substancia de
referéncia e na curva de linearidade da amostra, representando os niveis alto, médio

e baixo. Os resultados foram expressos como desvio padr&o relativo (DPR%).

Para avaliacdo da precisao intermediaria, o procedimento descrito acima foi
realizado por trés dias diferentes, sendo nova extragcdo preparada a cada dia. No

terceiro dia todos os procedimentos foram conduzidos por analista diferente.
Exatidao

A exatidao foi avaliada empregando-se o ensaio de adi¢do de padrao, sendo

realizado em triplicata, com base na faixa de linearidade do método.

Em vista disso, foram preparadas diluicdes a partir da solugao extrativa com
concentracdes tedricas finais de 10, 2 mg/mL. Nestas foram adicionadas aliquotas
de uma solugédo de 120 pg/mL de cloridrato de cianidina em ACN/TFA 0,08 %, de
modo a obter trés niveis de concentracao - alto, médio e baixo. Concomitantemente,
foram injetadas as solu¢gdes denominadas de controle, tanto para o padrao, quanto

para amostra, conforme apresentado no protocolo (Tabela 1.8).

A exatiddo foi determinada pela relacdo entre a concentracdo média
recuperada e a concentragcao sem adicdo do padrao correspondente. Os resultados

foram expressos em percentual de recuperacgao.
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Tabela 1.8: Protocolo de diluigdes para ensaio de exatiddo na determinagdo de antocianos por CLAE.

Volume (pL)
Concentracdo final
Nivel Designacéo Solug:_ao Agua 2 Solug:fzo Solven:te éjo
extrativa H55 padrao padrao _
(102 mg'/mL) P72 (120 pg/mL) amostra  padréo
(mg/mL)  (ug/mL)
Controle amostra 100 - - 100 5,1 -
Alto Controle padrao - 100 100 - - 60
SR1 100 - 100 - 5,1 60
Controle amostra 100 - - 100 5,1 -
Médio  Controle padréo - 100 50 50 - 30
SR2 100 - 50 50 5,1 30
Controle amostra 100 - - 100 5,1 -
Baixo Controle padréo - 100 25 75 - 15
SR3 100 - 25 75 5,1 15

' de droga;  ultrapura (Milli-Q® - Millipore); * ACN/TFA 0,08 %; SR: solug&o de recuperagao.

Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de detecgao (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados a partir

das curvas de linearidade da amostra e calculados segundo as equagdes presentes
na RE 899 (BRASIL, 2003).

LD = (DPa x 3)/IC
LQ = (DPa x10)/ IC

Onde DPa é o desvio padrao médio do intercepto com o eixo y de trés curvas

de linearidade e IC ¢ a inclinagcdo média das curvas de calibragao.

Robustez

A robustez do método foi avaliada mediante observacdo do seu desempenho

apos sofrer pequenas alteracbes na composicdo e no fluxo da fase mével, bem
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como a utilizagdo de outras colunas, de acordo com a tabela 1.9. Os parametros
avaliados para constatar a suscetibilidade do meétodo frente a variagdes nas
condigdes cromatograficas sobre a determinagcédo quantitativa do pico 2 foram a area
e o tempo de retencdo. Tanto o padrdo quanto a amostra foram submetidos as

alteracgdes.

Tabela 1.9: Especificagbes das colunas cromatograficas comparadas no ensaio de robustez.

Tamanho
Designagéo/ Dimensoes de Forma Tamanho carga de Endocapped
Fabricante (mm) particula da particula  do poro carbono(%) PP
o (pm)
\a) Symmetry'/ 250 x 4,6 5 esférica 100 A° 19 Sim*
®
g)ge';]‘g”nfeﬁgx(z) I 250x46 5 esférica 100 A° 17,5 Sim*
®
gﬂe"n”o”rﬁeigxm I 150x46 5 esférica 100 A° 17,5 Sim*

* ao consultar as informacgdes técnicas relativas a cada coluna, todas possuem trimetilsiloxano.

1.6 Validacdo de Método para Analise de Flavondides

1.6.1 CondicBes cromatograficas

Tabela 1.10: Parametros para analise cromatografica de flavondides da variedade Cabernet
sauvignon.

Caracteristicas Descricéo
Cromatoégrafo Waters Alliance 2695
Detector Waters UV/Vis 2487
Coluna X-Terra ® RP18 Waters®
Pré-coluna Lichrospher® Merck®
Sistema de eluicao Gradiente

Composicéo da fase movel A) Agua®TFA (100:0,08; v/v) e B) ACN®:TFA%(100:0,08; v/v)
Fluxo 0,8 mL/min

Volume de injecao 10 uL

Comprimento de onda 356 nm

Sensibilidade de deteccao 0,05 AUFS

@ Dimensdes da coluna / Tamanho de particula: 4,6 x 150 mm /5 pm

® Dimensdes da pré-coluna / Preenchimento: 10 x 4 mm / Bondapak® Waters Cig (37-55 um)
¢ Agua ultrapura (MilliQ® MILLIPORE)

4 ACN — Acetonitrila (grau analitico CLAE / MERCK)

® Acido Trifluoroacético (NUCLEAR)
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Tabela 1.11: Sistema gradiente utilizado para andlise cromatografica de flavondides da variedade
Cabernet sauvignon.

tempo (min) Fase A (%) Fase B ( %)
0 90 10
4 88 12
6 86 14
14 84 16
24 82 18
30 78 22
45 75 25
46 0 100
50 0 100

Curva de alteragdo da proporgéo de solventes: 6.

1.6.2 Parametros de Validacao
Especificidade

Normalmente a especificidade é realizada através da verificagdo da pureza do
pico de interesse majoritario, referente a quercetina-3-O-glicuronideo, selecionado
como marcador quimico, utilizado para calculo nos doseamentos. Entretanto, a
especificidade do método pode ser comprometida ja que o flavondide adjacente
também possui 0 mesmo espectro UV. No presente trabalho nao foi possivel utilizar
outra técnica como CLAE acoplada a espectrdmetro de massas ou ressonancia

magnética nuclear (RMN).
Linearidade

A avaliagao da linearidade do método foi realizada pela construgéo de curvas-
padrao obtidas tanto para a rutina quanto para o extrato aquoso da variedade

Cabernet sauvignon.

As curvas-padrdo de rutina (Merck®) foram construidas empregando sete
concentragdes diferentes, a partir de uma solucao de referéncia na concentragao de
1 mg/mL em metanol, que foi sucessivamente diluida com metanol a fim de se
obter concentragbes tedricas de 0,750; 0,500; 0,250, 0,125; 0,625; 0,3125 e 0,15625

mg/mL.

31



A curva de linearidade das amostras foi construida empregando sete
concentracdes diferentes, a partir de uma solugido extrativa da variedade Cabernet
sauvignon, preparada conforme descrito no item 1.4.2.1, cuja concentragao final foi
de 60 mg de droga/mL. A partir desta solugdo foram obtidas sucessivas diluicdes
obtendo-se concentracbes tedricas de 50,4; 40,2; 30; 20,4; 10,2 e 5,1 mg/mL.

Avaliou-se o pico majoritario do cromatograma selecionado como marcador.

Cada ponto foi injetado em triplicata, sendo o resultado expresso como a
média das trés determinacdes. Foram determinados a equacido da reta e o

coeficiente de correlacido pelo método dos minimos quadrados.

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de analise da variancia
(ANOVA fator unico), com um nivel de significancia de 95 % (p<0,05) através do
programa estatistico SPSS versao 13.0 ® (Statistical Package for the Social Sciences
Inc., Chicago, IL), verificando-se previamente a homogeneidade de variancia através

do teste de Levene.
Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade (intra-dia) e

de precisao intermediaria (inter-dias).

A verificagao da repetibilidade foi realizada mediante a analise da solugao
extrativa aquosa da variedade Cabernet sauvignon com concentragdo teorica de 60
mg de droga/mL e com diluicbes da mesma para 30 e 5,1 mg/mL, injetadas em
triplicata, situadas na faixa de concentracdo da curva-padrao da substancia de
referéncia e na curva de linearidade da amostra, representando os niveis alto, médio

e baixo. Os resultados foram expressos como desvio padr&o relativo (DPR%).

Para avaliacdo da precisao intermediaria, o procedimento descrito acima foi
realizado por trés dias diferentes, sendo nova extragdo preparada a cada dia. No

terceiro dia todos os procedimentos foram conduzidos por analista diferente.
Exatidao
A exatidao foi avaliada empregando-se o0 ensaio de adi¢do de padrao, sendo

realizado em triplicata, com base na faixa de linearidade do método.
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Foram preparadas diluigdes a partir da solugdo extrativa com concentragdes
tedricas finais de 10,2 mg/mL. Nestas foram adicionadas aliquotas de uma solugéo
de 0,5 mg/mL (passar todas as unidades para pg) de rutina em metanol, em trés
niveis de concentracdo (alto, médio e baixo). Concomitantemente foram injetadas as
solugdes extrativas diluidas com o mesmo volume utilizado de solugao de padrao,
sem a presenga de rutina, a fim de obter os dados necessarios para a realizagao dos
calculos de percentual de recuperagao, segundo o protocolo apresentado na tabela
1.12.

Tabela 1.12: Volume (uL) utilizados de solugdo de rutina e da solugéo extrativa para cada ponto da
exatidao.

Nivel Designacéo Solrt%ii(;de Agua®  Solucdo extrativa Solvente
(500 pg/mL) pH 5,5 (10,2 mg/mL) (MeOH)
Alto padréo 1 500 500 - -
Médio padrao 2 250 500 - 250
Baixo padrdo 3 125 500 375
Branco amostra + solvente - - 500 500
Alto amostra + padrao 1 500 - 500 -
Médio amostra + padrao 2 250 500 250
Baixo amostra + padrédo 3 125 - 500 375

T ultrapura (Milli Q® - Millipore)

Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quatificacdo (LQ) foram calculados a partir
das curvas de linearidade da amostra e calculados segundo as equagdes presentes
na RE 899 (BRASIL, 2003).

LD = (DPa x 3)/IC
LQ = (DPa x10)/ IC

Onde DPa é o desvio padrao médio do intercepto com o eixo y de trés curvas

de linearidade e IC ¢ a inclinagcdo média das curvas de calibragao.
Robustez

A robustez do método foi avaliada mediante observacdo do seu desempenho
apos sofrer pequenas alteracbes na composicdo e no fluxo da fase mével, bem

como a utilizagdo de outra coluna. Os paradmetros avaliados para constatar a
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suscetibilidade do método frente a variagées nas condigdes cromatograficas sobre a
determinagcdo quantitativa do pico majoritario foram o fluxo (0,7 mL/min) e o
percentual de 0,06 % de acidificante TFA adicionado as fases méveis A e B. Tanto o

padrao quanto as amostras foram submetidas as condicdes alteradas.
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1.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.7.1 Material vegetal

Padronizou-se o tamanho de particula (abertura nominal de malha inferior a
355 um). Com esta faixa foi possivel obter um pd com caracteristicas mais
homogéneas, ja que se observou principalmente a diminuigdo da presenca de pélos,
nervuras ou constituintes que nao foram triturados. A selecdo da abertura nominal
de malha foi baseada em testes preliminares apds utilizacdo de tamises com
abertura nominal de malha entre 500 e 180 ym e baseando-se na granulometria

indicada pela Farmacopéia Francesa (1996).

1.7.2 Caracterizacao da matéria-prima vegetal
Perda por dessecacéo

A perda por dessecacgao é utilizada para avaliar o teor de umidade residual da
droga apds o processo de secagem, constituindo-se num parametro de estabilidade,
uma vez que 0 excesso de agua em drogas vegetais pode ser responsavel pelo
crescimento de bactérias e fungos, assim como pela hidrélise de constituintes,
podendo acarretar na sua degradagao (WHO, 1998). A matéria prima-vegetal
constituida de folhas das variedades Cabernet sauvignon e Couderc apresentaram
valores de umidade residual abaixo do limite farmacopéico maximo preconizado de
12,0 % para a espécie Vitis vinifera (Vigne rouge) pela Farmacopéia Francesa
(1996). A variacao observada entre ambas as variedades podem estar relacionados
ao intenso periodo de chuvas anterior a coleta realizada no ano de 2007 (tabela
1.13).
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Tabela 1.13: Teor de umidade de amostras de Cabernet sauvignon e Couderc coletadas em 2 anos
diferentes.

Ano de coleta

Variedade 2005 2007
Teor médio * (%; m/m) + DP Teor médio* (%; m/m) £ DP

Cabernet sauvignon 8,45+ 0,015 10,25 £ 0,102

Couderc 9,27 + 0,030 11,35+ 0,799

* média de trés determinagdes; DP: desvio padrao.
Determinacao do teor de polifendis totais

Os resultados obtidos a partir da determinagcao do teor de polifendis totais
estdo apresentados na Tabela 1.14. A comparagdo com a técnica da Farmacopéia
Européia justifica-se pelo fato de se verificar uma tendéncia em substituir o reagente
de Folin-Denis pelo Folin-Ciocalteu®, que apresenta diversas vantagens em relagéo
ao anterior, porém obtém-se valores diferentes de teores de polifendis para a
mesma amostra. Ambas as variedades, oriundas de anos diferentes de coletas,
apresentaram teores superiores ao preconizado pela Farmacopéia Francesa, cuja
especificacdo é de no minimo 4,0 % expresso em pirogalol. Em adigédo, apesar da
utilizacdo de reagentes diferentes, evidencia-se maior teor de polifendis na

variedade Couderc em relagcao a variedade Cabernet .

Tabela 1.14: Teor de polifendis totais.

Variedade Ano de coleta Método da Farm. Francesa Método da Farm. Européia
Teor* (%; m/m) + DP Teor* (%; m/m) + DP
Cabernet 2005 7,20 £ 0,085 3,75+ 0,023
2007 7,78 £ 0,015 3,89+ 0,019
Couderc 2005 9,95 + 0,053 4,56 + 0,011
2007 10,78 + 0,032 5,21+ 0,078

* média de trés determinagdes; DP: desvio padrao.

‘0 reagente de Folin-Ciocalteu (FC) consite na modificagdo do reagente de Folin-Denis pela adi¢cdo de sulfato de
litio a0 mesmo para evitar a ocasional formacgao de turvagéo ou precipitagdo. Além disso, o reagente FC é mais
sensivel e especifico.

36



Determinacao do teor de antocianos

Os resultados obtidos a partir da determinagédo do teor de antocianos estao
apresentados na Tabela 1.15. Ambas as variedades, oriundas de coletas de anos
diferentes, apresentaram teores superiores ao preconizado pela Farmacopéia
Francesa, cuja especificagdo €, de no minimo, 0,2 % expresso em glicosideo de

cianidol.

Tabela 1.15: Teor de antocianos.

Variedade Ano de coleta Teor *(%; m/m) + DP

Cabernet 2005 0,788 £ 0,016
2007 0,851 + 0,0031

Couderc 2005 0,347 £ 0,0029
2007 0,375 £ 0,0012

* média de trés determinagdes; DP:desvio padrao.

Consideracbes gerais relacionadas a caracterizacdo das matérias-primas

vegetais

Mesmo nao se tratando da variedade elencada na Farmacopéia Francesa, as
duas variedades estudadas atenderiam as exigéncias estabelecidas na monografia

da Vigne rouge.

1.7.3 Avaliagdo preliminar das condigbes de extracdo e desenvolvimento de

método para analise de antocianos e flavonoides

A realizacdo de extracbes sob diferentes condigdes de pH visou avaliar o
comportamento dos antocianos extraidos frente a variagdes de pH e compara-los ao
comportamento de antocianos descritos na literatura, além de averiguar a
possibilidade de otimizar a quantidade de antocianos extraidos. Neste sentido,
observou-se diferenca de coloracdo dos extratos obtidos com solventes em

diferentes pH (Tabela A3 - anexos). Entretanto, cabe salientar que as diferencas de
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comportamento relatadas na literatura, como por exemplo, apresentado por He
(2004) (Figura A1 - anexos) basicamente referem-se as agliconas, ja os antocianos
presentes no extrato estdo provavelmente na forma de heterosideos, além do
possivel envolvimento do fendmeno da co-pigmentagdo, que altera seu
comportamento, tornando-os menos vulneraveis frente a modificagdes, como
alteragdes de pH (BROUILLARD, 1988). ApoOs a preparacdo dos extratos, com
relacdo droga-solvente estabelecida em 40mg/mL, os mesmos foram submetidos as
condigdes cromatograficas previamente desenvolvidas (Tabelas 1.4 e 1.5), cujos

cromatogramas podem ser observados na figura 1.1.
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Figura 1.1: (A). Sobreposicédo dos perfis cromatogréficos de antocianos de extratos aquosos das
folhas da variedade Cabernet sauvignon com a adi¢do de diferentes acidificantes em diferentes pHs,
designados como. cit: solugdes acidificadas com acido citrico; HCL: solugdes acidificadas com acido
cloridrico®. Condicdes cromatograficas segundo método descrito nas tabelas 1.4 e 1.5. A= 520 nm.
(B) Extracdes realizadas com etanol 100 % e metanol 100 %.

A utilizagdo de HCI foi posteriormente banida no laboratério para analises em CLAE, em virtude dos danos
que este acido pode causar ao equipamento.
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Figura 1.1: (C) Areas correspondentes aos picos 1, 2, 4, 5 e 11 dos perfis cromatograficos mostrados
em A. A partir do pH 4 n&o houve diferenga significativa em relagdo ao extrato aquoso nas areas até
pH 7; p<0,05 comparado com o teste de Tukey.

Nesta fase preliminar, verificou-se, quanto a avaliacdo das substancias
majoritarias pertencentes aos antocianos, que o solvente e as condigdes alteraram
predominantemente de forma quantitativa, mas nao qualitativa, a presenga de
compostos majoritarios. Em adicdo, no mesmo pH, comportaram-se de maneira
diferente frente ao acidificante distinto. Supde-se que esse comportamento possa
ocorrer devido a uma possivel complexagao com acido citrico e cloridrico, de forma
a obter citratos ou cloridratos, respectivamente, bem como a formagao de outros
subprodutos. Entretanto, na presenca de acido citrico observou-se principalmente a
manutengdo dos antocianos acilados (a partir de 28 min), ja referido em literatura
nestas condicbes de extragdo (DEY; HARBORNE, 1989). Esta pode ser uma
informacéao interessante para extracdes futuras visando a obtencdo de antocianos
esterificados. Por outro lado, na tentativa de se corrigir as solugdes extrativas para
pH mais alto (5,5 a 7,0), observou-se a formagao de turvagdo. Quanto a analise dos
cromatogramas relativos aos flavondides, ndo foi observada diferenca significativa
em relacdo as areas dos picos majoritarios, nos diferentes pH testados, na presenca

dos dois agentes acidificantes.
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1.7.4 Desenvolvimento de método para andlise de antocianos e flavonéides °

O emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia combinada com
deteccdo com arranjo de fotodiodos (CLAE- DAD) é considerada uma das técnicas
mais adequadas e utilizadas para analisar os compostos fendlicos e polifendlicos da
uva, sendo frequentemente empregado para determinar a composigao de produtos
padronizados (MONAGAS et al., 2006a).

Nesta fase preliminar, ndo eram disponiveis colunas cromatograficas
idénticas, em termos de especificacdo, aquelas utilizadas para avaliacdo de
antocianos em folhas de videira, conforme literatura referenciada. Entretanto, o
sistema previamente desenvolvido por Ramirez e Aboy, como citado no item 1.4.2.2
(Tabelas 1.4 e 1.5), atendeu aos requisitos principais indicados para analise por
cromatografia liquida desta classe, como a utilizagdo de coluna de fase reversa Cys,
sistema de eluigcdo em gradiente e a adigao de acidificante na fase mével, baseando-
se nas condi¢des relatadas na literatura (Tabela 1.3), sendo adequado para analisar
os diferentes extratos elencados no item anterior. Os testes subsequientes foram
conduzidos com extratos aquosos da variedade Cabernet sauvignon, em
temperatura ambiente, pois as atividades relatadas poderiam ser atribuidas também
a presencga dos antocianos, 0s quais sao sensiveis ao calor. Além disso, um dos
produtos de referéncia Antistax®, segundo consta no texto da patente
(ESPERESTER et al.,, 2007), € obtido através de extracdo somente com agua
destilada. Em adicdo, apenas apods desenvolvimento e validagdo seria possivel

realizar com segurancga a futura comparagao com outras condigdes de extragao.

Ao comparar-se com os perfis cromatograficos obtidos experimentalmente
com alguns cromatogramas apresentados na literatura, observou-se extrema
semelhanca com o perfil apresentado por DARNE e GLORIES (1988) como

apresentado na figura 1.2.

6 . ~ . . g ~ .
Os antocianos sdo uma classe pertencente aos flavonodides. Entretanto, para fins didaticos nao foi utilizado

"antocianos e outros flavondides”.
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Figura 1.2: Perfis cromatograficos de antocianos de folhas da variedade de Cabernet sauvignon em 520
nm.(A) Segundo Darné e Glories (1988): 1- delfinidina 3-MG; 2- cianidina 3-MG; 3- petunidina 3-MG; 4-
peonidina 3-MG; 5- malvidina 3-MG; 6- delfinidina MG acetato; 7- cianidina MG acetato; 8 e 9- misturas
10- peonidina MG cumarato; 11- malvidina 3 MG cumarato; MG = monoglicosideo (glicose). Tempo de
analise: 30 min. (B) Obtido experimentalmente segundo condigbes estabelecidas nas tabelas 1.4 e 1.5.
Tempo de analise: 55 min. A semelhanga sugere que o0s picos cromatograficos correspondam a
numeragao justaposta. (C) Estrutura dos principais antocianos mencionados (1 a 5).

Ao se observar a estrutura quimica dos antocianos, a sequéncia de eluicado
também obedece a diferenca de polaridade influenciada pelos radicais R1 e R2.
Outros estudos com antocianos em condigdes semelhantes também apontam para a
seguinte sequéncia de elui¢cdo: delfinidina < cianidina < petunidina < peonidina <
malvidina, mesmo utilizando condigdes cromatograficas diferenciadas (ICHIYANAGI
et al., 2004; MONAGAS et al., 2006a). Da mesma forma, apds a inje¢cao dos padrées
na forma de cloridrato, observou-se a mesma sequéncia de eluicdo ao compararmos
os tempos de retencdo. Por outro lado, ao se comparar os antocianos com a mesma
aglicona em sua estrutura, a sequéncia do tempo de retencdo tende a ser a
seguinte: galactosideo < glicosideo < arabinosideo (ICHIYANAGI et al., 2004).
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Figura 1.3: (A) Cromatograma de extrato aquoso da variedade Cabernet sauvignon. (B) Espectros
dos picos majoritarios 2 e 4.

Tabela 1.16: Tempos de retengao e absorvancias obtidas com CLAE/DAD dos padrdes de antocianos
disponiveis, na forma de cloridrato. Condigbes cromatograficas segundo tabelas 1.4 e 1.5, A=520 nm.

Tempo de retencéo

Antocianidina Absorvancias (nm) (min)
Delfinidina 209,4 2755 346,9 534,1 26,253
Cianidina 209,4 275,5 529,2 31,120
Pelargonidina 209,4 266,0 327,8 e 4224 514,6 37,347
Peonidina 209,4 275,5 529,2 38,628
Malvidina 209, 4 275,5 351,7 538,9 39,143

Baseando-se na semelhanga entre o perfil cromatografico obtido
experimentalmente com o apresentado na literatura (Figura 1.2), nos espectros
idénticos relatados para cianidina e peonidina (Figura 1.3 B e Tabela 1.16), cujos
maximos de absorvancia sao idénticos (ZHANG et al., 2004), também observado
para os padrdes utilizados, bem como nos diversos estudos que apontam para a
prevaléncia e predominancia destes dois antocianos em folhas avermelhadas, pode-
se inferir que os picos 2 e 4 tratam-se de cianidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-

glicosideo, respectivamente.

Pela disponibilidade de utilizacdo do cromatégrafo liquido com detector com
arranjo de fotodiodos investigou-se a hipotese de realizar avaliagdo de perfil
cromatografico e doseamento de antocianos e flavondides na mesma analise
cromatografica, ja que se observavam regides distintas para o aparecimento dos

mesmos, conforme perfil observado na figura 1.4, que podem ser denominadas
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regides correspondente aos acidos fendlicos (R1), e posteriormente aos antocianos
glicosilados (R2), flavonodides (R3) e antocianos acilados (R4). Esta possibilidade
reduziria o tempo necessario para validagcdo, bem como diminui¢cdo do tempo de uso

da lampada do detector e economia de solventes.
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Figura 1.4: Cromatograma de extrato aquoso de Cabernet sauvignon. A: perfil cromatografico de
acidos fendlicos e flavonodides, A= 356 nm; em B: perfil cromatografico de antocianos , A= 520 nm. R=
regides.

Ao selecionar o pico majoritario dos flavondides, pela analise através do
detector de arranjo de fotodiddos (DAD), observou-se que 0 mesmo apresentava-se
aparentemente puro. Entretanto, ao realizar as co-inje¢bes com isoquercitrina e
hiperosideo neste método, observou-se que ambos flavondides se sobrepunham.
Em adigdo, ao realizarem-se pequenas variagdes no gradiente antes de se iniciar a
validacao (ensaios preliminares de robustez) observou-se que o pico majoritario nao
foi unico e que outros flavondides poderiam estar sendo co-eluidos, como
apresentado na figura 1.5, porém todos possuiam os mesmos espectros no UV.
Sendo assim, fez-se necessario desenvolver um outro método para analise dos

flavonoides.

44



0,354

0.30

025 3
030
0,154

0.10+

0.05] 1

0.004

T ¥ T T ¥ T ¥ T
5.00 10.00 1500 20.00 Z5.00 30.00 35.00 <0.00 &5.00 SD.00 5500
hinutes

20636

20000 Lyl 200,00
400.00

2969

Figura 1.5: (A) Perfil cromatografico de extrato aquoso de Cabernet sauvignon em 356 nm frente a sutis
alteragbes no sistema de eluigdo em gradiente proposto na tabela 1.5.(B) Espectros UVs
correspondentes aos picos assinalados em A.

A dificuldade na separagédo cromatografica pode ser atribuida ao fato de que
todos os flavondides em questdo sao derivados glicosilados da quercetina, cujo
nucleo flavan é o croméforo, sendo que o hiperosideo e isoquercetrina possuem 0s
agucares f-D-galactose e pD-glicose, respectivamente, na posicdo 3 do anel B,

que diferem somente na orientagdo espacial da hidroxila em C3 (Figura 1.6). Em
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consulta a literatura a respeito de analise por CLAE de outras plantas que possuem
hiperosideo e isoquercetrina, como Malus domestica (macé) (TIBERTI et al., 2007) e
Hipericum perforatum (hipérico) (BROLIS et al., 1998), evidenciou-se também esta

dificuldade através da analise dos cromatogramas apresentados.
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Figura 1.6: Estruturas de agucares ligados a aglicona dos flavonéides.

1.7.5 Desenvolvimento de método para analise de flavonéides em folhas de

videira

No desenvolvimento do método para analise quali e quantitativa dos
flavondides presentes, foram realizadas inicialmente diversas alteragbes no
gradiente e na composicao da fase moével do método inicialmente proposto nas
tabelas 1.4 e 1.5 e comparagdao com outros métodos relatados para a analise de
flavondides em folhas de videira, com o intuito de separar os flavondides, sobretudo
no intuito de separar o composto majoritario dos restantes. Em suma, foram
efetuadas diversas tentativas, alterando-se proporcdes de gradiente, constituicao de
fase movel, acidificante das fases moveis, colunas, curvas de alteracdo de
proporgao de solvente, além do intuito de se diminuir o tempo de analise. A figura
1.7 apresenta exemplo de um cromatograma em que se obteve uma boa separacéo.
Cabe ressaltar que apds cada modificagdo o perfil cromatografico foi monitorado
através da analise de cada pico quanto aos seus espectros, resolucido e tempo

necessario para analise.

De uma forma geral foi observado que € necessario um longo periodo de fase

predominantemente aquosa, pois ao se alterar a proporgcao para maior percentual de
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eluente B (acetonitrila) no intuito de diminuir o tempo de analise, observou-se a

sobreposig¢ao de picos, situacao evidenciada através da analise espectral.

Cabe ressaltar que somente em uma referéncia na literatura relacionada ao
tema encontrou-se cromatogramas relativos ao perfil cromatografico por CLAE de
flavondides em folhas de uva (MONAGAS et al., 2006a). Nao foram encontrados na
literatura registros de cromatogramas de amostras que contenham isoquercetrina,
hiperosideo e quercetina-3-O-glicuronideo, os quais possibilitem separa-los com

resolucio considerada adequada.
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Figura 1.7: Perfil cromatogréafico de acidos fendlicos e flavondides presentes em extrato aquoso da
folha da variedade Cabernet sauvignon durante desenvolvimento do método para determinagédo de
flavondides. Condi¢des cromatograficas : Coluna Phenomenex Luna Cyg (2)®, 150 x 4,6 mm, 5 ym.
Sistema de eluicdo em gradiente 88 % de A a 100 % do B em 55 min.Constituicdo das fases méveis:
A : agua 100: acido fosforico pH 2,0 (equivalente a 0,16 % de ac fosférico puro) e B: ACN 100:acido
fosférico 0,16 %; fluxo; 0,5 mL/min; A=356 nm.

A separagdo efetiva do composto majoritario (figura 1.8) dos outros
flavonoides foi alcangada mediante utilizagdo da coluna X-Terra® (Waters),
empregando-se fase movel e gradiente semelhante a utilizada para analise dos
antocianos, cujas condigbes cromatograficas encontram-se na tabela 1.10 e o
gradiente na tabela 1.11, as quais foram submetidas a validagéao.

Contudo, para fins futuros de controle de qualidade, diversas condi¢des

cromatograficas desenvolvidas seriam adequadas.
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Figura 1.8: Perfil cromatografico de acidos fendlicos e flavondides presentes em extrato aquoso da
folha da variedade Cabernet sauvignon durante desenvolvimento do método para determinagédo de
flavondides com utilizagdo da coluna X-Terra®. Condigbes cromatograficas: de acordo com tabelas
1.10 e 1.11: A=356 nm. Os picos assinalados tratam-se provavelmente de: AF: acido fendlico;
R:rutina; H: hiperosideo; I: isoquercitrina; G- quercetina-3-O-glicuronideo.

As evidéncias de que o pico majoritario pode tratar-se do flavonoide na forma
de glicuronideo, reside em duas hipoteses: primeira, o fato de se alcangar a
separacdo do composto na coluna X-Terra®, cuja caracteristica difere totalmente das
colunas usuais, por ser uma coluna hibrida, contendo polietoxisilano (WYNDHAM et
al., 2003) e provavelmente por interagir de forma diferenciada com o grupo
carboxilico do acido glicurénico. A segunda baseia-se no fato de que ao empregar
fase movel contendo acido fosférico, o espectro UV do pico majoritario apresentou
perfil diferenciado em relagcdo ao hiperosideo e a isoquercetrina. Este
comportamento também foi evidenciado com os compostos isolados citados na
literatura, em que em todas as solugdes utilizadas para avaliar os deslocamentos
batocrémicos e hipsocrdmicos dos flavondides, apenas o hiperosideo e a
isoquercitrina, em todos 0s casos, apresentaram extamente os mesmos maximos de
absorvancia nos espectros de ultravioleta (DIAZ LANZA et al., 1989; PROLIAC et al.,
1990).

A identificagéo preliminar dos compostos flavonodidicos foi efetuada através da
comparacao entre os tempos de retencdo e os espectros obtidos no sistema
cromatografico inicial (tabelas 1.4 e 1.5), conforme tabela 1.17 apresentada a seguir.

No sistema desenvolvido para a coluna X-Terra® os UVs permaneceram os mesmos,
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modificando-se apenas os tempos de retengao. Para confirmagao da identidade dos
compostos foram efetuadas co-injegbes com as substéncias de referéncia,
apresentadas nos anexos.

Tabela 1.17: Tempos de retengdo e absorvancias obtidas com CLAE/DAD das substancias de

referéncia como acidos fendlicos e flavondides disponiveis. Condi¢gdes cromatograficas segundo
tabelas 1.4 e 1.5.

Substancia de Tempo de retencéo

Absorvancias (nm)

referéncia (min)
Acido caféico 218,8 - 323,1 36,90
Acido clorogénico 218,8 2424 327,8 24,41
Acido elagico - 256,6 369,4 30,90
Rutina 204,7 256,6 356,5 29,62
Hiperosideo 204,7 256,6 356,5 28,95
Isoquercitrina 204,7 256,6 356,5 29,64
Quercetina 204,7 256,6 369,9 47,22
Quercetrina 204,7 256,6 351,7 34,20
Vitexina 2141 270,8 337,4 28,71
Luteolina 209,4 251,8 346,9 46,91
Canferol 204,7 266,0 364,6 50,07

Considerando os resultados obtidos através de co-injegbes, avaliagdo dos
espectros em UV, correlagdo com dados os compostos majoritarios apontados na
literatura e comparacdo com amostras de referéncia, pode-se inferir que os
compostos flavonoidicos maijoritarios correspondem ao hiperosideo, isoquercitrina e

provavelmente, a quercetina-3-O-glicuronideo.

Quanto ao acido fendlico observado em aproximadamente doze minutos, o
mesmo possui espectro no UV (218,8; 242,4 e 332,6) diferente das substancias de
referéncia disponiveis inseridas na tabela acima. Baseando-se no estudo de
MONAGAS e colaboradores (2006a), pode-se sugerir que se trata, provavelmente,

do acido trans-caftarico (cafeoiltartarico).

Durante o desenvolvimento dos métodos se averiguou a adequagado dos
meétodos aos extratos aquosos das duas variedades. Assim, para a analise dos
antocianos, o método inicialmente utilizado sofreu pequenas alteracbes no

gradiente, sendo estabelecido conforme as tabelas 1.6 e 1.7.
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Através da analise dos cromatogramas apresentados na figura 1.9, verificou-
se que as duas variedades nao diferiram entre si de forma qualitativa em relagao aos
compostos majoritarios, entretanto, a partir de 26 minutos a variedade Couderc
apresentou maior diversidade estrutural, provavelmente tratando-se de antocianos

com outros agucares e/ou presenca de compostos acilados.
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Figura 1.9: Cromatogramas referentes aos antocianos obtidos de solu¢des extrativas aquosas das
variedades Cabernet sauvignon (A) e Couderc (B). Detecgdo em 520 nm.

Por outro lado, ao se analisar o perfil cromatografico dos flavondides, néo se
observou diferenga qualitativa em relagéo aos picos dos compostos presentes, como

observado na figura 1.10.
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Figura 1.10: Cromatogramas referentes aos perfis dos flavondides obtidos a partir de solugbes
extrativas aquosas das variedades Cabernet sauvignon (A) e Couderc (B).Condigbes
cromatograficas: conforme tabelas 1.10 e 1.11. Detecgdo em 356 nm.

Tendo em vista que as duas variedades apresentaram 0s mesmos picos
majoritarios tanto na analise dos antocianos, quanto dos flavondides, optou-se por

conduzir a validagdo com a variedade Cabernet sauvignon.

Nesta fase de desenvolvimento, também se avaliou a concentracéo a partir da
qual seriam realizadas as diluicbes para a preparacdo da curva de linearidade da
amostra, através da comparagdo entre quantidade de droga versus volume de

solvente utilizado.

O grafico a seguir (Figura 1.11) mostra a concentragdo de droga e a area

obtida dos picos majoritarios 2 e 4 no perfil cromatografico de antocianos.
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Figura 1.11: Relagdo droga:solvente para a variedade Cabernet sauvignon considerando os dois
picos majoritarios dos antocianos. Avaliagdo das areas médias (n=3) em triplicata. Condigcbes
cromatograficas de acordo com as tabelas 1.6 e 1.7, A=520 nm.

Tabela 1.18: Coeficiente de correlagdo para diferentes faixas avaliadas de relagdo droga versus
volume de solvente.

Faixa de concentragéo (relacao droga/solvente) em mg/mL

Pico
20-60 20-80 20-100
2 0,9966 0,9856 0,9870
4 0,9966 0,9836 0,9846

Observou-se uma relagao linear entre massa de droga e solvente até 60
mg/mL (Tabela 1.18). A partir desta concentracédo a relagao de linearidade diminui
gradativamente até atingir um platé a partir de 100 mg/mL, indicando uma saturacgao
do solvente aquoso em relagédo a quantidade de droga adicionada nas condi¢des de
extracao estabelecidas. A avaliagdo de extragbes sucessivas com agua com o intuito
de esgotar a droga também foi realizada, porém as solu¢des subsequentes obtidas
apresentaram-se mais viscosas, de carater xaroposo e coloracdo amarelada,
dificultando a posterior filtragdo, provavelmente devido a extracdo de pectina e

outros polissacarideos.
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Figura 1.12: Relacdo droga:solvente para a variedade Cabernet sauvignon, considerando o pico
majoritario dos flavondides. Avaliagdo das areas médias (n=3) em triplicata. Condigbes
cromatograficas de acordo com as tabelas 1.10 e 1.11, A=356 nm.

Ja para o pico majoritario dos flavondides, a relagdo linear (r=0,9966) se
mantém até 100 mg/mL, apds esta concentragao, se atinge um platé até 150 mg/mL,
como observado na figura 1.12, assim como na relagdo droga/solvente para os

antocianos.

1.7.6 VALIDACAO

Os parametros utilizados para as validagcdes dos métodos desenvolvidos para
a anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia de antocianos e flavondides
foram fundamentados nas normas estabelecidas pela Conferéncia Internacional de
Harmonizacado (ICH, 2005), THE UNITED (2005) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) Resolugdo de n° 899 (BRASIL, 2003) abrangendo
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de detecgdo, limite de

quantificacao e robustez.
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1.7.6.1 Validacédo de Método para Anélise de Antocianos

Especificidade

Uma vez que as amostras sdo consideradas matrizes complexas por
possuirem inumeros constituintes, a especificidade do método foi determinada pela
andlise da pureza do pico 2 verificado nos cromatogramas obtidos utilizando
CLAE/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos). O cromatograma esta apresentado na Figura 1.13, sendo observados
também os espectros do pico na regido do visivel (620 nm) e auséncia de

interferentes no pico 2 em trés regides diferentes no seu maximo de absorvancia.
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Figura 1.13: Cromatograma relativo a pureza do pico 2 da amostra de Cabernet sauvignon.
Linearidade

Segundo a RE 899 (BRASIL, 2003), a linearidade é a capacidade de uma
metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos com seu emprego
sao diretamente proporcionais a concentragado do analito na amostra, dentro de um

intervalo especificado. E recomendado que seja determinada pela analise de, no

54



minimo, cinco concentragdes diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Para tanto,
foram construidas e analisadas trés curvas diarias repetidas por trés dias. O tempo
de retencdo médio para o cloridrato de cianidina foi de 38 minutos (Figura 1.14). A
area média destas curvas foi plotada em fungdo das concentragdes (Figura 1.15),
obtendo-se uma curva-padrao média, a partir da qual foi determinada a equacéao da

reta e o coeficiente de correlagao.
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Figura 1.14: Perfil cromatografico do padréo cloridrato de cianidina obtido por CLAE, tempo de
retencdo = 38 min. Sistema de eluicdo em gradiente, fase A constituida por agua:TFA 0,08 % e B por
ACN:TFA 0,08 %, fluxo 0,7 mL/min, detecgdo em 520 nm.
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Figura 1.15: Curva-padrao do cloridrato de cianidina obtida por CLAE. Resultados expressos como
media + EPM (erro padréo da media). Coeficiente de correlagéo (r) = 0,9997; y = 3,03.10'x - 103014
(y= Area do pico e x = concentragao de cloridrato de cianidina em mg/mL).
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A realizacao de curva de linearidade da amostra, apresentada na figura 1.16,
fez-se necessaria devido ao fato de que os antocianos presentes na amostra se
apresentam em forma diferenciada do padrédo (padrdao na forma cloridrato e amostra
na forma glicosilada). Assim, fez-se necessario averiguar quais as concentracdes e
respectivas areas de extrato se enquadravam na curva de linearidade do padrao.
Também pelo fato de trabalhar-se com duas variedades que diferiam na quantidade
de antocianos e visando a futura utilizagdo deste método para avaliar o teor em
épocas de coleta, espécies, variedades ou cultivares diferentes, que poderao

apresentar diferencgas, sobretudo, de forma quantitativa.
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Figura 1.16: Curva de linearidade para amostra. Resultados expressos como média + EPM.
Coeficiente de correlagdo (r) = 0,9997; y = 24729x - 23467 (y= Area do pico 2 e x = concentragdo de
droga da variedade Cabernet sauvignon em mg/mL). Concentracdo de droga: refere-se a
concentragao tedrica de droga contida na solugéo extrativa.

A avaliagao estatistica dos valores obtidos na curva padrdo e amostra foram
realizadas por analise de variancia (ANOVA). Os resultados obtidos (tabelas 1.19 e
1.20) permitiram afirmar que a linearidade é estatisticamente valida, uma vez que
ambas as curvas apresentaram regressao linear significativa (p<0,05), com auséncia
de desvios da linearidade (p>0,05). Em suma, o método apresentou linearidade de
resposta para o padrao cloridrato de cianidina na faixa de 240 a 6 yg/mL e para a

amostra na faixa de 60 a 5,1 mg/mL de droga/mL.
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Tabela 1.19: Analise da varidancia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padrdo do
cloridrato de cianidina.

Fontes de variacéo GL SQ QM F calc. F crit.
Entre 6 1,56 x 10 ™ 259x10 ™ 5,73* 2,85
a) regressao 1 1,43x10™ 1,43x10™  31,64* 4,60
b) desvio da linearidade 5 1,26x10 " 2,52 x 10 "2 0,56 2,96
Dentro 14 6,34 x10° 4,52 10 '

Total 20 1,56 x 10 ™

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F calc.: F calculado; F crit.:
F critico; * significativo para p< 0,05.

Tabela 1.20: Analise da variancia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva amostra.

Fontes de variacéo GL SQ QM F calc. F crit.
Entre 6 3,39 x 10 6,79x 10" 16560,98* 2,85
a) regressao 1 3,39 x 10 3,39x10"  82682,93* 4,60
ﬁ%g:j;;odga 5 347x10°  867x107 211 2.9
Dentro 14 4,93 x 10° 410x107

Total 20 3,39 x 10 "2

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F calc.: F calculado; F crit.:
F critico; * significativo para p< 0,05.

Precisao

A precisao é o grau de concordancia entre os resultados de analises
individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente a multiplas aliquotas de
uma mesma amostra (BRASIL, 2003). E considerada em trés niveis (repetibilidade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade), sendo que a reprodutibilidade ndo é um
critério exigido quando n&o se tratam de ensaios para avaliar de forma
interlaboratorial (quando a precisao intermediaria é estabelecida (BRASIL, 2003). A
repetibilidade é a precisao intracorrida ou intradia, ou seja, € a concordéancia entre os
resultados em um curto espago de tempo, com o mesmo analista e a mesma
instrumentacdo. Deve ser verificada por no minimo, seis determinacdées na mesma
concentragao, ou no minimo nove concentragdes contemplando o intervalo linear do

método (concentragdes baixa, média e alta). A precisdo intermediaria € a
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concordancia dos resultados obtidos em dias diferentes, ou seja, preciséo

intercorridas ou interdias.

O método proposto apresentou resultados satisfatérios, como podem ser
observados nas Tabelas 1.21 e 1.22, respectivamente, tanto para a repetibilidade
quanto para a precisao intermediaria, visto que os valores de DPR s&o inferiores a

5 %, limite maximo estabelecido pela legislagdo (BRASIL, 2003).

Tabela 1.21: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade (precisao intra-dia) para o extrato aquoso
da variedade Cabernet sauvignon por CLAE.

Concentragéo Area média do pico 2 (uV.s™') + DP (DPR%)
Nivel
(mg/mL) - - -
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Alto 60 1477058,67 + 9370 1485903,67 + 3713 1505703,33 + 1243
(0,63) (0,25) (0,08)
g 705291,33 + 3548 709205,33 £ 5290 723538,67 + 5136
Médio 30 (0,50) (0,74) (0,71)
. 122163,67 + 1044 112163,67 = 1044
Baixo 51 1653,83 + 1654 (1,40) (0,85) (0,93)

DP: desvio padrao; DPR:desvio padrao relativo (destacado em negrito); n=3 para cada nivel de
concentracao em cada dia.

Tabela 1.22: Resultados obtidos no ensaio de precisédo intermediaria (preciséo inter-dias) para o
extrato aquoso da variedade Cabernet sauvignon por CLAE .

Concentragao

Nivel (mg/mL) Area média do pico 2 ( pV.s’1 ) DP DPR
Alto 60 1489555,22 13679,66 0,91
Médio 30 712678,44 9271,26 1,30
Baixo 5,1 117471,22 4493,55 3,83

DP: desvio padrao; DPR: desvio padrao relativo; n=3 para cada nivel de concentragdo em cada dia.

Exatidao

A exatiddo expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo com o valor verdadeiro. Assim, a exatiddo do método foi medida em termos
de concentracdes conhecidas da solugcdo padrdo adicionadas a amostra. A tabela

1.23 apresenta as taxas de recuperacgao obtidas.
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Tabela 1.23: Resultados obtidos no ensaio de exatidao para o extrato aquoso de Cabernet sauvignon
por CLAE.

Nivel Con_cgntragéo média* Concentracdo média* Taxa cNie reg:;:rggéo DPR
adicionada (ug/mL) recuperada (ug/mL)  recuperacéo (%) média (%) + DP (%)
Alto 60 57,55 95,91
Médio 30 28,92 96,40 97,23 £ 1,87 1,93
Baixo 15 14,91 99,38

* média de injegOes em triplicata; P: desvio padréo; DPR: desvio padréo relativo.

Tendo em vista os resultados obtidos, considera-se que o método proposto
apresenta exatidado adequada, uma vez que as taxas de recuperagao situaram-se
dentro dos limites de 95-105 % preconizados pelo ICH (2005).

Cabe destacar que foi observada a necessidade de se adicionar o padréo a
amostra com injecdo imediata, pois ao prepararmos as diluicbes e adi¢cdes e
deixarmos em repouso por determinado periodo no carrosel do sistema de injegao,
foi observada uma taxa de recuperacado inferior a preconizada, verificando-se
também aumento das areas dos picos 2 e 4, indicando que uma possivel
complexacéo entre o cloridrato de cianidina e os antocianos majoritarios presentes
na amostra. Assim, além de injetarmos imediatamente apds a preparagao, as areas
dos picos 2 e 4 também foram monitoradas, nao apresentando diferencga significativa
em relagdo as areas das solugdes de amostra isentas de padrido. A preparacédo de
um branco para o padrao justificou-se pela necessidade de se avaliar a influéncia da
adicao da agua ultrapura (MiIIi-Q®- Millipore) em pH 5,5 na area do mesmo, ja que os
antocianos podem sofrer alteragcbes em virtude do pH do meio, o que nao foi

observado nestas condigdes de experimento.
Limite de deteccao e quantificacéo

O limite de deteccao é definido como a menor concentracdo absoluta do
analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada
sob as condi¢cbes de analise determinadas. A menor concentragao de cloridrato de

cianidina detectavel pelo método desenvolvido neste trabalho foi de 0,20 pg/mL.

O limite de quantificacdo corresponde a concentracido mais baixa do analito

na amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis, sendo
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que a concentracdo minima de cloridrato de cianidina quantificavel pelo método

presente foi de 0,68 pg/mL.
Robustez

A robustez de um método analitico demonstra a capacidade deste em resistir
a pequenas variagdbes em seus parametros. Neste sentido empregaram-se
pequenas alteracdes no fluxo e na composicdo da fase mével para avaliar a
robustez do método em estudo, bem como a utilizagdo de colunas diferentes.

Observando-se os resultados apresentados na tabela 1.24, verificou-se que
ha uma pequena alteracdo nos tempos de retencdo quando comparados as
condigdes originais, principalmente ao se aumentar o fluxo para 0,8 mL. No entanto,
o teor de antocianos na amostra analisada n&do sofreu alteragdes significativas
quanto as alteragdes no fluxo e pequena alteragdo, porém nao significativa, na
percentagem de TFA. O teor médio obtido nas solugdes foi de 0,0955 % (m/m), com
um DPR de no maximo 0,57 %, demonstrando a pequena variagao observada. Além
disso, o perfil cromatografico permaneceu idéntico mesmo frente as alteragdes

impostas.

Tabela 1.24: Avaliagdo do parédmetro robustez para as solu¢des extrativas de Cabernet sauvignon,
considerando alteragdes no fluxo e fase mével.

Teor médio (%; m/m)

n N . lori DPR (%
Parametros Tempo de retengdo (min) = DP exz':iisaon%r;:]g ci)r::c)l:;ato t(eéZeesn’Ere 0s
(DPR %)
. Padrao: 36,33 + 0,051 0,096 + 0,001
Fluxo 0,8 mL/min Amostra: 16,81 + 0,024 (1.04) 0,00
. »
gsd; STeFSA nfg\'/‘;i‘;”:de° Padréo: 37,963 + 0,008 0,095 + 0,002 057
B-0,06 % Amostra: 18,25 £ 0,052 (2,1)
Originais: ~ . 0,096 + 0,001
Fluxo 0.7 mmine ;2020 37,92 + 0092 (1,04) .
TFA 0,08 % +18,20£0,

TFA: &cido trifluoroacético; Termo "originais" refere-se as condi¢ées submetidas a validagao; P:
desvio padrao; DPR: desvio padrao relativo. * comparado com o valor obtido através da analise nas
condicdes originais.
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Tabela 1.25: Resultados obtidos para o teste de robustez, aplicado ao método desenvolvido por
CLAE, para a analise quantitativa de antocianos em extrato de Cabernet sauvignon, considerando
colunas diferentes.

amostra (pico 2) padréao
Coluna area (uv.s™) TR (min) area (uv.s™) TR (min)
(a) 1471772 18,20 2099884 37,9
(b) 1465418 18,85 2133874 38,1
(c) 1478971 14,78 2403623 32,5

*média de trés determinagdes, TR: tempo de retencao.

Ao comparar-se diversas colunas, conforme Tabela 1.25, ao utilizar a coluna
(b) que possui as mesmas especificacbes que a coluna (a) empregada para
validagado, a area dos picos da amostra e do padrao permaneceram semelhantes,
sem diferenga estatistica significativa, enquanto que com a utilizagdo da coluna (c),
com especificagdo diferente no comprimento, verificou-se diminuicdo em ambos os
tempos de retencdo, porém com aumento de area e alargamento do pico do padréao,
0 que acarretaria diferenca no calculo do teor, sugerindo a necessidade de se

adequar o fluxo, uma vez que o perfil cromatografico permaneceu semelhante.

Tendo em vista os resultados observados considerou-se que o método

desenvolvido atendeu ao critério de robustez sob condi¢cdes especificas.

A grande vantagem do teste de robustez foi que 0 mesmo permitiu avaliar a

possibilidade de utilizacdo de coluna com custo inferior a utilizada para a validagéo.

1.7.6.2 Validacéo de Método para Analise dos Flavondides

Tendo em vista que ja ha uma validagdo neste trabalho, a fim de evitarmos
incorrer em repetigdes, algumas discussdes relacionadas a definicdes ndo serao

abordadas.
Linearidade

Para avaliagao da linearidade do método, foram construidas e analisadas trés
curvas diarias repetidas por trés dias. O tempo de retencdo médio para o padrao

rutina foi de 32 minutos (Figura 1.17). A area média destas curvas foi plotada em

61



funcdo das concentragdes (Figura 1.18), obtendo-se uma curva padrdao média, a

partir da qual foi determinada a equacgao da reta e o coeficiente de correlagao .

0.80

AU

N L L L L L N
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
Minutes

Figura 1.17: Perfil cromatogréafico do padréo rutina obtido por CLAE, tempo de retengédo = 32,13 min.
Sistema de eluicdo em gradiente, fase A constituida por agua:TFA 0,08 % e B por ACN:TFA 0,08 %,
fluxo 0,8 mL/min, deteccdo em A=356 nm.
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Figura 1.18: Curva-padréo de rutina por CLAE. Resultados expressos como media + EPM.
Coeficiente de correlagao (r) = 0,9997; y = 25357121 x + 134920 (y= Area do pico e x = concentragao
de rutina em mg/mL).
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A realizagado de curva de linearidade para a amostra (Figura 1.19) fez-se
necessaria devido ao fato de que o padrao utilizado e o composto maijoritario estao
em forma diferenciada. Assim, as justificativas sdo as mesmas relacionadas no item

relacionado a curva de linearidade para a amostra de antocianos (item 1.7.6.1).
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5000000 -
4000000 -
3000000 -

2000000 -

area pico majoritario (uv.s-)

1000000 -

O T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

concentracéo de droga (mg/mL)

Figura 1.19: Curva de linearidade para amostra. Resultados expressos como média + EPM.
Coeficiente de correlagdo (r) = 0,9999; y = 138722x + 34399 (y= Area do pico majoritario e x =
concentragdo de droga da variedade Cabernet sauvignon em mg/mL). Concentragdo de droga:
refere-se a concentragdo tedrica de droga contida na solugao extrativa

A avaliacao estatistica dos valores obtidos na curva padrao e de linearidade
da amostra foi realizada por analise de variancia (ANOVA). Os resultados obtidos
(tabelas 1.26 e 1.27) permitiram afirmar que a linearidade é estatisticamente valida,
uma vez que ambas as curvas apresentaram regressao linear significativa (p<0,05),
com auséncia de desvios da linearidade (p>0,05). Em suma, o método apresentou
linearidade de resposta para o padrao na faixa de a 0,750 a 0,16 mg/mL e para a

amostra na faixa de 60 a 5,1 mg de droga/mL.
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Tabela 1.26: Andlise da varidncia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva padréo de rutina.

Fontes de variacéo GL SQ oM Fcalc. Fcrit.
Entre 6 8,99 x 10 ™ 1,49x 10 ™ 10,88* 2,85
a) regressao 1 7,56 x 10 ™ 7,56 x 10 ™ 55,18* 4,60
b) desvio da linearidade 5 1,42x10 ™ 2,85x10 " 2,08 2,96
Dentro 14 1,92x 10" 1,37x10 "

Total 20 8,99 x 10 ™

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F calc.: F calculado; F crit.:
F critico; * significativo para p< 0,05.

Tabela 1.27: Analise da varidncia (ANOVA) para os dados de linearidade da curva amostra.

Fontes de variacao GL SQ QM Fcalc. Fecrit.
Entre 6 1,45x 10 ™ 242x10" 520,43* 2,85
a) regressao 1 1,45x10™ 1,45x100™  3118,28* 4,60
b) desvio da linearidade 5 6,177 x 10" 1,23x10 " 2,65 2,96
Dentro 14 6,53 x 10° 4,65 x 10"

Total 20 1,45x10 ™

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F calc.: F calculado; F crit.:
F critico; * significativo para p< 0,05.

Precisao

O meétodo proposto apresentou resultados satisfatorios, como podem ser
observados nas tabelas 1.28 e 1.29, respectivamente, tanto para a repetibilidade
quanto para a precisao intermediaria, visto que os valores de DPR sao inferiores a

5 %, limite maximo estabelecido pela legislagdo (BRASIL, 2003).
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Tabela 1.28: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade (precisdo intra-dia) para o extrato aquoso
da variedade Cabernet sauvignon por CLAE.

Area média do pico majoritario (uV.s'1) + DP

Nivel Concentragdo (DPR%)
(mg/mL) X , ;
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Alto 60 8307647,67 + 19690,39 8628069,33 + 18353,81 8264676 + 9983,02
(0,24) (0,21) (0,12)
Médio 30 4197293,33 + 34509,70 4250888 + 9657,15 4084836,67 + 5694,77
(0,82) (0,23) (0,63)
Baixo 5.1 701529 £ 7105,09 673102,33 £ 11341,90 674353 + 1515,89
' (1,01) (1,69) (0,22)

DP: desvio padrado; DPR:desvio padrao relativo (destacado em negrito); n=3 para cada nivel de
concentracdo em cada dia.

Tabela 1.29: Resultados obtidos no ensaio de precisdo intermediaria (precisdo inter-dias) para o
extrato aquoso da variedade Cabernet sauvignon por CLAE .

Nivel Co(nr(r:]Z?rtr:iggéo Area média( (:J(\)/pslcio) majoritario Dp DPR (%)
Alto 60 8400131 172561,51 2,05

Médio 30 4177672,67 76632,84 1,83
Baixo 5,1 682994,78 15455,63 2,26

DP: desvio padrao; DPR: desvio padréao relativo; n=3 para cada nivel de concentragdo em cada dia.

Exatidao

O método por CLAE mostrou ser exato quanto ao teor de substancia de
referéncia recuperado exibindo um valor médio de 95,76 % para a analise realizada

com a variedade Cabernet sauvignon (Tabela 1.30).

Tabela 1.30: Resultados obtidos no ensaio de exatidao para o extrato aquoso de Cabernet sauvignon
por CLAE para analise dos flavondides.

, Concentragao média®* Concentragdo média* Taxa de Taxa deN DPR
Nivel adicionada (ug/mL) recuperada (ug/mL)  recuperacéo (%) recuperacao (%)
média (%) £ DP
Alto 250 229,17 91,67
Médio 125 118,90 95,12 95,76 + 1,87 1,93
Baixo 62,50 62,81 100,50

* média de inje¢cdes em triplicata; P: desvio padréo; DPR: desvio padréao relativo.

65



Limite de deteccao e quantificagéo

O limites de deteccdo e de quantificagdo para a rutina foram de 1,48 ug/mL e

de 4,47 pg/mL, respectivamente.
Robustez

Os resultados do teste de robustez constam na tabela 1.31.

Tabela 1.31: Avaliagao do parametro de robustez por CLAE para analise de flavondides.

Teor médio (%; m/m)

0,
Parametros Tempo de retencéo (min) + DP expresso em rutina DPR (%) entre os

£ DP (DPR %) teores
. Padr&o: 32,36 + 0,041 0,7006 + 0,001
Fluxo 0,7 mL/min Amostra: 36,10 + 0,2121 (0,3668) 2,1104
- —
{;Sdfz STeFSA rﬁg\'/‘;i‘;”:d; Padréo: 34,25 + 0,012 0,6835 + 0,014 5196
B: 0,06 % Amostra; 37,43 + 0,067 (2,073)
Originais: ~ . 0,6743 + 0,0015
Fluxo 0,8 mL/min e Z‘fggﬁfgf;gf&gfg (0,2221)
TFA 0,08 % +33,88+0,

TFA: &cido trifluoroacético; O termo "originais" refere-se as condi¢des submetidas a validagéo; P:
desvio padrao; DPR: desvio padrao relativo; * comparado com o valor obtido através da analise nas
condigdes originais.

As modificagdes estabelecidas neste teste de robustez ndo alteraram de
forma significativa o perfil cromatografico da amostra. Variagbes ocorreram somente
no tempo de retengao do pico de interesse e do padrao, assim como diferencas na
area em ambos o0s casos, as quais ndo acarretaram diferengas significativas entre

os teores.

Visto que os parametros de eficiéncia analitica como linearidade, precisao,
exatidao, limite de detecgao, limite de quantificagao e robustez, foram avaliados e os
resultados obtidos apresentaram-se em conformidade com o exigido pela legislagao
vigente (BRASIL, 2003), consideram-se os métodos desenvolvidos para analise de

antocianos e flavondides validados.
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CAPITULO Il — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE







2. REFERENCIAL TEORICO

O interesse acerca dos mecanismos de geragao de radicais livres e espécies
reativas, principalmente de oxigénio, aumentou significativamente a partir da década
de 80, quando da demonstracdo de que os mesmos poderiam estar relacionados a
fisiopatologia de varias doengas crénicas e as complicagdes de inUmeros processos
inflamatdrios, doengas neurodegenerativas e cancer, além de serem considerados
um dos principais fatores no processo de envelhecimento (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2000).

Em quantidades moderadas, as espécies reativas desempenham importantes
funcdes tais como mediadores na transducao de sinais moleculares, importantes na
regulacdo celular (PODDA e GRUNDMANN-KOLLMANN, 2001). O desequilibrio
entre a formacao e a remocgao dos radicais livres no organismo, decorrente da
diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento da geragdo de espécies
oxidantes, gera um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar em
morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Este tipo de lesdao oxidativa é
definida como estresse oxidativo, designada como uma condi¢do na qual ocorre um
desequilibrio entre as concentragdes de espécies pro e antioxidantes (MOSKAUG et
al, 2004).

Como as espécies reativas de oxigénio (ERO) sao continuamente formadas
em pequenas quantidades pelos processos normais do metabolismo, todas as
células possuem mecanismos para mitigar seus efeitos agressores. O sistema de
defesa antioxidante esta dividido em enzimatico e ndo enzimatico. O primeiro inclui
as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Tanto a CAT quanto a GPx evitam o acumulo de radical superdxido e de
peréxido de hidrogénio para que ndo haja produc¢do de radical hidroxila, contra o
qual ndo existe sistema enzimatico de defesa (PODDA e GRUNDMANN-
KOLLMANN, 2001).

Ja o sistema ndo enzimatico inclui compostos sintetizados pelo organismo
humano como ubiquinona (coenzima Q), e outros, além dos ingeridos através da

dieta regular ou via suplementacdo como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol



(vitamina E), B-caroteno (precursor de vitamina A) (SHINDO et al, 1994) e

compostos fendlicos de plantas.

Neste contexto, a utilizagdo de antioxidantes naturais na profilaxia e no
tratamento de doencgas associadas ao estresse oxidativo tem recebido consideravel
interesse nos ultimos anos (FFGUYER et al., 2003). Muitas pesquisas tém focado no
potencial de compostos fendlicos e flavondides, amplamente distribuidos como
metabdlitos secundarios no reino vegetal, representando uma das mais importantes
classes de substancias naturais biologicamente ativas (BONINA et al.,1996; CAO et
al., 1997; HARBORNE e WILIAMS, 2000; HEIM et al.,, 2002). Diversos efeitos
bioldgicos sdo atribuidos as propriedades antioxidantes destes compostos, a citar:
antilipoperoxidante, antitumoral, antiplaquetario, antiisquémico, antialérgico,
antiinflamatario, antiviral, dentre outros. Também ha evidéncias de que flavondides
podem inibir uma ampla gama de enzimas incluindo lipoxigenase, cicloxigenase e
monoxigenase (RICE-EVANS et al.,1996; CAO et al., 1997; DI CARLO et al.,1999).

Para um polifenol ser considerado como um antioxidante deve atender a duas
condicdes basicas: primeira, quando presente em baixas concentragdes relativa ao
substrato a ser oxidado, deve adiar, retardar ou prevenir a auto-oxidagcdo ou a
oxidagdo mediada por radicais livres (HALLIWELL,1990) ou espécies reativas de
oxigénio; segunda, o radical resultante formado apds a captura deve ser estavel e
menos reativo (SHAHIDI e WANASUNDARA, 1992).

A propensao dos flavondides em inibir eventos mediados por radicais livres e
espécies reativas é governada pela sua estrutura quimica. Pelo fato dos compostos
estarem baseados no nucleo flavan, o numero, posicboes e tipos de substituicdes

influenciam as atividades scavenger de radicais e quelante (HEIM et al., 2002).

Entretanto, existe um relativo consenso em relagédo a algumas caracteristicas
estruturais consideradas fundamentais para atividade antioxidante dos flavondides

(vide figura associada a Tabela 1.1):

- presencga do grupo catecol (o-dihidroxi) no anel B, devido ao favoravel potencial
de reducgao (ACKER et al., 1996; HARBORNE e WILLIAMS, 2000; PIETA, 2000;
PANNALA et al., 2001);
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- ligagao dupla entre C2 e C3 do anel C em conjugagao com uma funcgao carbonila
em C4 por conferir um radical mais estavel através da conjugacdo e pela
deslocalizagéo eletronica (PIETTA, 2000; PANNALA et al.,, 2001; HEIM et al.,
2002);

- configuracdo e o numero total de hidroxilas conferem a molécula consideravel
atividade antioxidante (ARORA et al., 1998; FUKUMOTO e MAZZA, 2000; HEIM
et al.,, 2002) e quelante, mas também pro-oxidante (HEIM et al., 2002). A
presenca de OH em C3 aumenta atividade scavenger de radical, podendo atuar
como sitio de quelagao e também ser oxidada (ACKER et al., 1996; PIETA, 2000;
PANNALA et al., 2001), sendo que em combinacado com ligagao dupla entre C2 e
C3 aumenta a atividade scavenger (ACKER et al.,, 1996). Por outro lado,
substituicdo por grupos metoxila em C3 diminui a atividade antioxidante (ARORA
et al., 1998);

- em geral, a glicosilacdao dos flavondides reduz sua atividade quando comparada
a sua aglicona correspondente (FUKUMOTO e MAZZA, 2000; PIETA, 2000)
provavelmente devido ao efeito estérico. Em geral, quanto menor o numero de
unidades agucar, maior atividade antioxidante (FUKUMOTO e MAZZA, 2000).

Devido ao seu baixo potencial redox (0,23 < E7 < 0,75), os flavonoides sao
termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres altamente oxidantes com
potenciais redox na faixa de 2,1-1,0 V como os radicais superoxido, peroxila e
hidroxila por doagdo de atomo de hidrogénio (FI-OH + R* —» FI-O* + RH, onde R*
representa anion superoxido e radicais como peroxila e hidroxila, ao passo que FI-O°

representa o radical aroxila).

O radical aroxila pode reagir com um segundo radical, adquirindo uma
estrutura de quinona estavel (figura 2.1). Os radicais aroxila podem interagir com
oxigénio, gerando quinonas e anions superoxidos desta forma entdo terminando a
reacao em cadeia. A ultima reacdo pode ocorrer na presencga de altas concentracdes
de ions metalicos e isto seria responsavel pelo efeito pro-oxidante indesejavel dos
flavondides (PIETTA, 2000).
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Figura 2.1: Scavenging de ERO (R") pelos flavonoides (PIETTA, 2000).

Por outro lado, os antocianos também apresentam atividade antioxidante. Sao
caracterizados quimicamente pelo grupo flavilio (nucleo fundamental), sendo que a
pH < 3,0 se encontram na forma protonada (figura 2.2) (LAPIDOT et al.,, 1999;
KAHKONEN; HEINONEN, 2003).

A relacao estrutura-atividade é semelhante a dos flavonoides. Uma atividade
antioxidante o6tima se relaciona com a presenga de grupamentos hidroxila nas
posicées 4’ e 5 do anel B, conferindo elevada estabilidade ao radical formado
(KUSKOSKI et al., 2004). Dessa maneira, ocorre inibicdo da formacao de radicais
hidroxila por quelagao de metais (como ferro) e por impedir a lipoperoxidagao
induzida por ferro (WANG et al., 1999; NODA et al., 2000).

Figura 2.2: Estrutura basica dos antocianos.

Os mecanismos de acdo antioxidante dos compostos polifendlicos ainda néo
foram completamente elucidados, sendo tema de consideraveis debates (ARORA et

al., 2000). Entretanto, numerosos estudos tém demonstrado que in vitro os polifendis
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agem como quelantes de metais (RICE-EVANS et al.,1996; ACKER et al., 1996),
scavengers de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, incluindo radical
superoéxido, radicais peroxila e peroxinitrito. Também podem agir como quenchers
de oxigénio singlete (HARBORNE e WILIAMS, 2000). Segundo RICE-EVANS et al.
(1996), a habilidade dos polifendis em agir como antioxidantes in vitro deve-se a sua
capacidade de doar atomos de hidrogénio. Os polifendis também podem inibir a
formagdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio através da inibicdo de
enzimas pro-oxidantes in vitro (ACKER et al., 1996) ou, ainda, reagir com radicais

livres gerados no sitio ativo das enzimas (CAO et al., 1997).

Por outro lado, diversos estudos sugerem que, além das propriedades
estruturais, outros fatores contribuem para a eficacia de certos compostos fendlicos
em atuarem como antioxidantes como o grau de incorporagédo, uniformidade de

distribuicao e orientacdo na bicamada da membrana (ARORA et al., 2000).

Para o género Vitis, fonte abundante de compostos fendlicos e polifendlicos, a
atividade antioxidante de extratos ou substancias purificadas tem sido recentemente
relatada. Desde as primeiras observagcbes do “paradoxo francés”, numerosos
estudos tém demonstrado os efeitos antioxidantes e sobre a promog¢ao da saude de
compostos fendlicos presentes na uva e no vinho, particularmente em relagao as
doencas cardiovasculares. Estas descobertas levaram a um consideravel interesse
na avaliagao de sub-produtos oriundos dos processos de vinificagao e fabricacédo de
sucos como potenciais fontes de compostos fendlicos para serem utilizados
principalmente como ingredientes alimenticios funcionais. Além destes subprodutos,
folhas de Vitis vinifera L. também sao frequentemente empregadas para produzir
suplementos alimentares com atividade antioxidante (MONAGAS et al., 2006b).

2.1 Atividade Antioxidante de Extratos de Folhas de Videira

A capacidade antioxidante in vitro de suplementos alimentares a base de
folhas de Vitis vinifera L., comercialmente disponiveis na Espanha, foi avaliada pela
primeira vez por MONAGAS e colaboradores (2006b), cujas variedades nao foram
designadas. Foram avaliados suplementos de trés origens e varios lotes de cada

um, através do método ORAC (oxygen radical absorbance capacity- capacidade de
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absorcao do radical oxigénio) cujos valores obtidos variaram de 1,52 a 2,55 ymol de
equivalentes de Trolox/mg, sendo que o maior valor foi exibido pelo suplemento cujo

solvente utilizado para extragao foi aquoso.

Diversas investigacbes acerca da atividade antioxidante estdo relacionadas
aos possiveis efeitos terapéuticos, como exemplificado no estudo no qual foi
avaliada a atividade antidiabética. Neste ensaio, a atividade antioxidante in vivo foi
investigada, no qual ratos machos Wistar receberam por via oral tratamento agudo e
sub-agudo de extrato aquoso de folhas de Vitis vinifera (250 e 500 mg/kg), bem
como fragdes acetato de etila (25 mg/kg), n-butanol (80 mg/kg) e fragéo
remanescente aquosa (375 mg/kg). A atividade antioxidante foi avaliada em ratos
diabéticos através da medida do malondialdeido (MDA) e dos niveis de glutationa
(GSH) em figado, rins e tecido cardiaco. Os resultados demonstraram que a fragao
acetato de etila, a qual era a mais rica em polifénois, exibiu significativa atividade
antioxidante em ratos diabéticos. A quantidade de GSH aumentou
pronunciadamente no figado (68,8 %) pela administracdo de extrato aquoso de Vitis
vinifera na dose de 500 mg/kg, enquanto nenhum aumento foi observado nos rins e
tecido cardiaco. Em contrapartida, ambas as doses do extrato aquoso reduziram
significativamente os niveis de MDA no tecido renal, enquanto a influéncia no figado
e tecido cardiaco foi negligenciavel. Na administragdo aguda, fragdes de folhas da
uva foram inativas contra o nivel de GSH. Enquanto os niveis de MDA no tecido
cardiaco foi significativamente diminuida por todas as fragbes, somente a fragéo
acetato de etila (fragdo mais rica em taninos condensados e flavonodides)
demonstrou protecdo significativa nos niveis de MDA hepatico. Os resultados
sugerem que o consumo a longo prazo pode ser benéfico para pessoas que sofrem
de doencas crbnicas associadas ao estresse oxidativo, especialmente diabetes,

faléncia hepatica, doencgas cardiacas e renais.

Em estudo realizado por ORHAN e colaboradores (2007), o efeito do extrato
de folhas de Vitis vinifera L., cujos frutos s&o avermelhados, preparado com etanol a
80 % e administrado em trés diferentes doses (62,5, 125 e 250 mg/kg) e de
subfragcdes deste foi avaliado quanto aos parametros bioquimicos de ratos
intoxicados por tetracloreto de carbono (CCls). Resultados demonstraram que os
niveis de peroxidagao lipidica no plasma e no figado determinado através do método

que avalia as espécies reativas ao acido tiobarbiturico reduziram significativamente,
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45,7 e 14 % respectivamente, com a dose de 125 mg/kg. Por outro lado, os
conteudos de GSH pela determinagdo do grupamento sulfidril ndo-protéico no tecido
hepatico aumentou significativamente pela administracédo de 250 (27,8 %) e 125
mg/kg (22,4 %) do extrato, enquanto que a administracédo de 62,5 mg apresentou
alguns efeitos toxicos. Entretanto, ndo foi evidenciada correlagdo entre o teor de

fendlicos totais e atividade antioxidante das fragoes.

Por outro lado, a maior parte dos estudos em relagado aos fendis presentes em
cultivares de Vitis vinifera avaliam derivados de quercetina, como quercetina-3-O-
glicuronideo e quercetina-3-O-galactosideo e foram realizados com sementes da
uva e no vinho, como citado por BEER et al. (2006), em que foi constatada atividade
antioxidante pelo ensaio ABTS®" (2,2-azino-di(acido3-etilbenzo-tialozino-sulfénico)
de quercetina-3-O-glicuronideo em vinhos Pinotage sul africanos. Contudo,
subprodutos do processamento, como casca, bagaco, folhas e peciolo, ainda
carecem de investigacao, principalmente no que se refere aos produtos isolados. Ha
relatos na literatura demonstrando a atividade antioxidante de fragdes de flavonodides
de subprodutos da uva, mas sem identificagdo quimica propriamente dita (TORRES
et al., 2002). Em cultivares de Vitis vinifera do Chile foi encontrado quercetina-3-O-
galactosideo nas cascas do fruto (PENA-NEIRA et al., 2007), em cultivares da Italia
foram identificados quercetina-3-O-glicuronideo no bagago (AMICO et al., 2004) e na
Espanha foram isolados ambos os metabolitos nos frutos (CASTILLO-MUNOZ et al.,

2007), mas sem estudos das propriedades bioldgicas dos compostos isolados.

Contudo, diversas informagbes a respeito das atividades bioldgicas,
sobretudo antioxidante, dos flavonodides majoritarios relatados como hiperosideo,
isoquercetrina e quercetina 3-O-glicuronideo, presentes nas folhas da uva, sao
oriundas de investigagbes relacionadas a diversos estudos acerca dos metabdlitos
da quercetina, ja que a quercetina — 3- O- beta glicuronideo, composto flavonoidico
majoritario relatado em diversos estudos das folhas da uva, figura também entre os
principais metabdlitos da quercetina presentes in vivo apés a administracéo oral de

quercetina e derivados.

A hipotese que a quercetina e seus glicosideos, apés administragéo oral, séo
metabolizados no intestino, ocorrendo conjugagao dos grupos hidroxila com sulfatos

e acido glicurdnico e, que nesta forma, seriam responsaveis pelos efeitos bioldgicos,
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foi evidenciada em diversos estudos que avaliaram a administracdo oral de
quercetina e seus glicosideos em plasma de ratos (YAMAMOTO et al., 1999; DAY,
et al, 2000; MOON et al, 2001, CHANG et al., 2005). A glicuronidagdo ocorre
rapidamente devido ao abundante suplemento de UDP-acido glicurdnico nos tecidos
e é particularmente importante para aumentar a massa molecular, condigao

necessaria para excregao biliar (DAY, et al, 2000).

MOON e colaboradores (2001) verificaram que a administracdo oral de
quercetina (250 mg/kg) a ratos levou a formagao de metabdlitos, como quercetina-
3-O-glicuronideo. O seu isolamento e posterior avaliagdo sobre a lipoperoxidagao in
vitro de LDL de plasma humano revelou que esse composto retardou
significativamente o acumulo de produtos de oxidacdo na concentragao final de
5 uM. Além disso, os autores estudaram a atividade antioxidante in vitro da
quercetina-3-O-glicuronideo (testada nas concentragdes de 10-350 pM) frente ao
DPPH, encontrando uma atividade radical-scavenging de 4,15 moéis de DPPH/mol de

glicuronideo.

A quercetina-3-O-glicuronideo também €& produto do metabolismo vegetal,
como constatado por DAY et al. (2000) em feijao verde. Apds seu isolamento, este

composto levou a inibicdo in vitro da xantina oxidase e da lipoxigenase numa

proporcao 800 e 20 vezes superior a quercetina, respectivamente.

Por outro lado, ha descricao ampla na literatura sobre a atividade antioxidante
dos antocianos. KUSKOSKI et al. (2004) determinaram a atividade antioxidante dos
pigmentos antocianicos utilizando o radical ABTS" formado pela reacdo do ABTS
com persulfato de potassio, em temperatura ambiente por 16 horas. Avaliou-se a
capacidade antioxidante de cinco antocianinas: delfinidina, cianidina, peonidina,
pelargonidina e malvidina. Das antocianinas determinadas, a delfinidina e cianidina-
3-glicosideo apresentaram maior atividade antioxidante, duas vezes superior ao
Trolox. As demais antocianinas apresentaram menor atividade, porém com potencial

equiparavel ao Trolox.

Wang et al. (1997) registraram a atividade antioxidante de antocianinas pelo
ensaio do ORAC, constatando que a cianidina, malvidina e delfinidina apresentavam

a maior atividade. Por sua vez, STINTZING e colaboradores (2002) realizaram o
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ensaio ORAC frente a extratos de plantas contendo antocianos derivados da
cianidina e em relagao aos produtos isolados, verificando que os pigmentos isolados
apresentaram uma atividade antioxidante inferior em comparacdo aos extratos,
demonstrando, portanto, sinergismo. J& KAHKONEN e HEINONEN (2003)
constataram que delfinidina e delfinidina-3-glicosideo tinham, pelo ensaio de DPPH,
a maior atividade antioxidante, e que pela atividade frente a LDL humana, os
melhores resultados foram obtidos para cianidina, delfinidina, delfinidina-3-O-

rutinosideo, cianidina-3-O-arabinosideo e malvidina-3-O-galactosideo.

Com relacdo a uva, a maioria dos trabalhos relata a atividade antioxidante
total dos extratos, mencionando que somente parte da atividade antioxidante é
devida aos antocianos (GOMEZ-PLAZA et al., 2006; ORAK, 2007; RUBERTO et al.,
2007).

2.2 Potencial antioxidante reativo total ndo enziméatico (TRAP) e reatividade
antioxidante total (TAR)

Dentre os métodos utilizados para a avaliacdo da capacidade antioxidante
total do tipo ndo enzimatica, um dos mais empregados é o potencial antioxidante
total (TRAP), cuja determinacdo baseia-se na medida da intensidade de
quimiluminescéncia produzida por um sistema gerador de radicais livres. Na
metodologia descrita por LISSI e colaboradores (1992), a termdlise do 2,2’-azo-
bis(2-amidinopropano), ou ABAP, é empregada como fonte de radicais livres
indutores da luminescéncia do luminol, composto que quando oxidado pelas
espéecies reativas emite luminescéncia. Nesse caso, a habilidade de determinado
agente poder modular a luminescéncia produzida pelo luminol pode estar
relacionada com a capacidade deste produto de sequestrar radicais livres gerados
pelo ABAP ou pelo luminol (LISSI et al., 1992).

Entretanto, pode ser considerada ndo apenas a quantidade de antioxidantes
capazes de modular a quimiluminescéncia expressa pelo TRAP, mas também a
qualidade desta modulacdo, dada pela reatividade do produto em questdo e
expresso como a reatividade total antioxidante, ou TAR. Assim, a instantanea

reducao da intensidade de emissao do luminol, causada pela adicdo de determinado
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agente com propriedade antioxidante, pode ser considerada como uma medida da
capacidade TAR desta substancia, com o emprego de uma substancia de referéncia
que produza tempos de indugédo (ti) proporcionais a sua concentragao para fins de

comparagao (LISSI et al., 1995).
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2.3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos para avaliagao do potencial antioxidante foram realizados
no Centro de Estudos de Estresse Oxidativo do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a supervisdo do Prof. Dr. José

Claudio Fonseca Moreira.

2.3.1 Preparacéo e anélise dos extratos

Os extratos aquosos das variedades Cabernet sauvignon e Couderc foram
preparados de acordo com o item 1.4.2.1 do cap. |, e posteriormente diluidos com
agua ultrapura (Milli-Q®- Millipore) pH 5,5 para obteng¢ao de cinco concentragbes de
0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1 mg de droga seca/mL, cujas concentragdes finais nos tubos
foram de 0,219; 0,547; 1,095; 1,64 e 2,19 ug/mL, respectivamente.

Os extratos foram analisados em CLAE segundo metodologia validada no
capitulo I, avaliando-se o pico 2 relativo aos antocianos e o pico majoritario dos

flavonodides.

2.3.2 Avaliacdo do potencial antioxidante total (TRAP)

A mistura reacional (4 mL) foi constituida por uma solugdo contendo a fonte
de radical livre [2,2’ — azobis (2-metilpropionamidina dicloridrato) - AAPH10 mM] em
tampao glicina (0,1 M) pH 8,6 e luminol 4 mM [5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinediona],
preparada em NaOH 0,1M e diluida com tampao glicina pH 8,6, utilizada como
amplificador do sinal de Iluminescéncia. Os tubos utilizados para o ensaio
permaneceram vazios € no escuro por pelo menos 30 minutos antes do
experimento. A medida da quimioluminescéncia foi realizada em cintilador a liquido
Wallac 1409 ® (Perkin Elmer), no modo coincidence of mode. O experimento foi
padronizado para ser realizado em temperatura 20 £ 2 °C, ja que o equipamento nao
possui controlador de temperatura, sendo esta monitorada com termémetro digital,
cujo sensor foi inserido no interior do equipamento. Apds a contagem basal da
luminescéncia dos tubos vazios por 3 ciclos, adicionou-se a fonte de radical livre
AAPH e realizou- se novamente contagem por 3 ciclos (com contagem a cada 10

segundos). Adicionou-se 10 pL da solugdo de Iluminol, monitorando-se as 3
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primeiras contagens e deixou-se este sistema em repouso por 2 horas ao abrigo da
luz. Apos este periodo, realizou-se nova leitura de 3 ciclos, sendo a ultima leitura
considerada 100 %. Foram testadas 5 concentragdes das solugcbdes extrativas
(volume pipetado de 50 pL') de cada variedade a ser investigada (Cabernet
sauvignon e Couderc) e uma concentracdo da solugcdo de referéncia (volume
pipetado de 10 pL), Trolox®, 200 nM , um andlogo hidrossoltvel da vitamina E,
sendo as leituras monitoradas em cada tubo por 1 h (3600s). Todas as
concentracdes testadas foram avaliadas em triplicata. Os resultados foram plotados

e expressos da seguinte forma:

a) perfil da inibicdo da quimioluminescéncia expresso como percentual de
quimioluminescéncia * erro padrao da meédia (EPM);

b) avaliacdo da area sob a curva (AUC) utilizando o Programa GraphPad
Prism 4.0 , expresso como AUC + EPM;

c) calculo da razao entre intensidade da quimioluminescéncia antes da adi¢cao
da amostra (lo) e apos adicdo da mesma (l), expresso com lo/l, também
denominado de TAR. Detalhes sobre a otimizacdo e validagdo da técnica estdo
apresentados no artigo a ser submetido ao peridédico Analytical Biochemistry,
intitulado: "A new method to evaluate Total Radical Antioxidant Potential (TRAP):

optimization, validation and application in plant extracts."

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média + erro padrdao da média. Os dados
foram analisados estatisticamente por meio de analise da variancia (ANOVA fator
unico), seguida do teste de Tukey quando o valor de F foi significativo, com um nivel
de significancia de 95 % (p<0,05), ou do teste t, quando aplicavel, através do
programa estatistico SPSS versao 13.0 © (Statistical Package for the Social Sciences
Inc., Chicago, IL), verificando-se previamente a homogeneidade de variancia através

do teste de Levene.

' Foi realizado ensaio prévio para avaliar se a adigdo de volume maior no sistema estabilizado nao
interferia no resultado, ja que para pipetagem de 10 pL dispunhamos de pipeta digital, entretanto,
para as amostras era necessario pipeta automatica comum. O volume de 50 pL foi selecionado para
diminuir o erro relacionado ao volume empregado; este ajuste foi considerado no calculo da

concentragao final.

80



2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A intensidade da quimioluminescéncia dos radicais luminol formados foi
empregada para monitorar o potencial antioxidante total in vitro de extratos aquosos
das duas variedades do género Vitis, utilizando Trolox como substancia de
referéncia. Esta técnica apresenta vantagens quanto a sua alta sensibilidade e tem
sido amplamente utilizada para avaliar a atividade antioxidante de misturas
complexas como extratos vegetais (LISSI et al.1995; DESMACHELIER et al, 1997;
DESMARCHELIER, 1998).

Nos estudos preliminares, nos quais se objetivava testar o método e
estabelecer a faixa de concentragcao adequada de amostra, a adicdo dos extratos
promoveu a diminuicdo da quimioluminescéncia. Embora os perfis observados
apresentassem semelhancga, ndo era possivel obter um tempo de indugao através
da extrapolagcdo ao eixo x. Além disso, encontrava-se dificuldade também na
obtencdo de valores com desvios padrdo relativos aceitaveis apds as analises

efetuadas com a substancia de referéncia (Trolox).

Face as variagbes observadas, foi realizada revisdo do método na literatura
quanto as condigbes experimentais originalmente propostas por LISSI e
colaboradores (1992) e suas variantes. Em adigado, foi acompanhada a cinética do
sistema, verificando-se se o perfil observado condizia com perfis reportados na
literatura. A partir disso foram avaliadas as condicdes de ensaio que permitissem a
obtengcdo de menores coeficientes de variagdo entre as analises. Em diversas
publicacbes ha a mencao de que a mistura reacional produziria uma intensidade
constante de luz (DESMACHELIER et al., 1997; KRASOWSKA et al., 2000), o que
era verificada no sistema experimental somente apds determinado periodo, cujo
perfil nas condi¢gdes experimentais situava-se a partir de aproximadamente 2 horas.
Ainda, fazia-se necessario um método de avaliagdo que permitisse calcular o TRAP
com maior preciséo, ja que em analises preliminares os perfis foram distintos aos
apresentados pelo Trolox e, somente a analise do perfil, constituia-se numa analise
arbitraria. Ilgualmente, nao ha consenso na literatura em relagéo a determinagcdo do
tempo de indugado, por vezes denominado de fase lag ou fase de propagagéo.
Igualmente, diversos autores atribuem uma das limitacées do TRAP a dificuldade na

determinacao deste parametro.
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A constatacado destas discrepancias, bem como a revisdo de outros métodos
para avaliar atividade antioxidante, os quais utilizavam o mesmo principio e que
usavam o calculo da area sob a curva, tornou possivel empregar este recurso para
analise das amostras que nao apresentavam fase lag. Aliado a estas consideragdes,
embora o método seja amplamente utilizado, ndo foi encontrado registro de sua
validac&o. Face ao exposto, o método foi otimizado e validado, cujos detalhes estédo
apresentados no artigo a ser submetido ao periédico Analytical Biochemistry.

Por outro lado, quando se adiciona amostra em um sistema que néo esteja
estabilizado, ha a necessidade de se utilizar outro sistema com quantidades
diferentes de luminol ou de amostra, como observado, por exemplo, no ensaio
realizado por DESMACHELIER e colaboradores (1998) para avaliagdao do TAR.
Dessa forma, a alteragdo proposta permitiu avaliar tanto o TRAP quanto o TAR?

utilizando o mesmo experimento.

Foram efetuados ensaios preliminares para avaliar as concentracoes
adequadas, observando-se que pelo menos duas concentracdes retornassem a
leitura em contagens por minuto (CPM) semelhante a leitura anterior a adigdo da

amostra.

Neste ensaio a dimimuicdo da quimioluminescéncia esta relacionada com a
capacidade antioxidante da amostra de forma inversa, sendo assim, quanto menor a

intensidade, maior a capacidade antioxidante.

Como é possivel verificar na figura 2.3, o decaimento da quimioluminescéncia
apds a adicao de ambos extratos mostraram-se idénticas, porém qualitativamente
diferente do decaimento obtido empregando-se Trolox. Esse comportamento pode
ser provavelmente atribuido a presenca de mais de um componente antioxidante

nos extratos.

2Devido a amplitude do artigo a ser submetido e a necessidade de se comparar com os protocolos nhormalmente

utilizados, a questao relacionada ao TAR nao foi abordada no mesmo e sera objeto de outra publicagao.
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Figura 2.3: Percentual da intensidade de quimioluminescéncia (contagens por minuto) medida apés a
adicdo de concentragdes crescentes dos extratos aquosos de (A) var. Cabernet sauvignon, (B) var.

Couderc e (C) Trolox 200 nM. Resultados expressos como média + EPM.
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Como néo foi possivel calcular o tempo de indugao através da extrapolagao
ao eixo X, a utilizagdo da area sob a curva tornou-se uma importante ferrramenta
para fins de comparacdo, com a possibilidade da realizacdo de analise estatistica,
por meio da comparagdo entre as concentragdes testadas e substdncia de
referéncia. Sendo assim, pode-se interpretar da seguinte forma: quanto menor a
area, maior a atividade antioxidante. Como pode ser observado nas figuras 2.4 e
2.5, em ambos os casos, a atividade antioxidante da menor concentragcao testada
equiparou-se a do Trolox 200 nM, enquanto que as concentragcbes restantes
apresentaram atividade superior. Através do teste t (Tabela 2.1) foi possivel afirmar
que nao houve diferenca significativa entre todas as concentragdes testadas entre
ambas as variedades, sendo uma constatacdo interessante, ja que as duas

variedades também se assemelham ao teor do pico majoritario dos flavondides.
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Figura 2.4: Analise do TRAP através da AUC para o extrato aquoso da variedade Cabernet
sauvignon. Os dados representam a média + EPM. abed | etras diferentes correspondem a valores
estatisticamente diferentes; * estatisticamente diferente em relacdo a substancia de referéncia
(Trolox). ANOVA seguida do teste de Tukey; p< 0,05.
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Figura 2.5: Andlise do TRAP através da AUC para o extrato aquoso da variedade Couderc. Os dados
representam a média + EPM. > Letras diferentes correspondem a valores estatisticamente
diferentes; * estatisticamente diferente em relagdo a substéncia de referéncia (Trolox). ANOVA
seguida do teste de Tukey; p< 0,05.

Tabela 2.1: Comparagéo estatistica (teste t) dos resultados obtidos a partir do calculo da AUC entre
mesmas concentragdes de droga seca (ug/mL ) das variedades Cabernet sauvignon e Couderc.

Concentragéo de droga seca (ug/mL)

das variedades C.sauvignon e Couderc P
0,219 0,805351
0,547 0,203124
1,095 0,711236
1,64 0,158673
2,19 0,160306

p: nivel de significancia; *significativo para p<0,05.

Também foi possivel constatar que atividade antioxidante é concentragao
dependente, mas nao de forma linear, assemelhando-se a uma relagao logaritmica

para ambos os casos, como pode ser observado na figura 2.6.
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Figura 2.6: Grafico representativo da relagdo entre concentragdo de droga seca/mL e a AUC para
cada concentragdo avaliada dos extratos aquosos das variedades Cabernet sauvignon e Couderc.

Por outro lado, avaliando-se a reatividade inicial, em ambos os casos (Figura
2.7), o Trolox 200nM apresentou maior reatividade, representada pela relagéo lo/I
em relacao a todas as concentragcdes de amostra testadas. O Trolox, por se tratar de
uma substancia Unica, interage mais rapidamente com os radicais formados (LOPEZ
et al.,, 2003), enquanto que no extrato ha a presenga de substédncias com maior
complexidade estrutural. No entanto, ao longo das reagbes o comportamento se
inverte. Enquanto o Trolox vai sendo consumido e chega a um ponto em que 0O
sistema retorna abruptamente ao seu nivel de quimioluminescéncia inicial, na
presenca de extratos, esse comportamento ndo é observado, verificando-se um

efeito sustentado.
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Figura 2.7: Avaliagado da relagéo lo/l (TAR) dos extratos aquosos das variedades Cabernet sauvignon
(A) e Couderc (B). Os dados representam a média + EPM. abe | etras diferentes correspondem a
valores estatisticamente diferentes; * estatisticamente diferente em relagao a substancia de referéncia
(Trolox). ANOVA seguida do teste de Tukey; p< 0,05.

by

Os dois extratos apresentaram diferencas entre si quanto a avaliagdo da
reatividade (TAR), conforme figura 2.8, porém ndo de forma significativa (Tabela

2.2), sendo que se pode observar uma relacdo mais linear para o extrato da
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lo/I

variedade Couderc (r = 0,99) em relacdo ao extrato da variedade Cabernet

sauvignon (r = 0,96) (Figura 2.7).
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Figura 2.8: Diminuigéo instantanea da quimioluminescéncia avaliada quanto ao TAR, expressa pela
relagéo entre lo/l: em (A) var. Cabernet sauvignon e (B) var. Couderc.

Tabela 2.2: Comparacao estatistica (teste t) dos resultados obtidos a partir do calculo da relagao o/l
entre mesmas concentragdes de droga seca (ug/mL ) das variedades Cabernet sauvignon e Couderc.

Concentragéo de droga seca (ug/mL) p

das variedades C. sauvignon e Couderc

0,219 0,2271
0,547 0,2313
1,095 0,8084
1,64 0,2267
2,19 0,7968

p: nivel de significancia; *significativo para p<0,05.

As duas variedades, possuindo teores semelhantes de flavondides, porém
diferentes de antocianos (Tabela 2.3), apresentaram os mesmos perfis (figura 2.3 A
e B), indicando que nestas condicbes do experimento os antocianos parecem
colaborar em menor intensidade ou nao interferir na atividade. No entanto, cabe

ressaltar que no pH do experimento, 8,6, os antocianos podem estar em uma forma
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diferenciada (quinoidal), pH no qual, segundo a literatura, os mesmos poderiam
provavelmente se comportar como pro-oxidantes (FRANCIS, 1989). Entretanto, pelo
fato destes compostos estarem baseados no nucleo flavan, o numero, posicoes e
tipos de substituicdes influenciam a reatividade frente aos radicais formados (HEIM
et al., 2002).

Tabela 2.3: Areas correspondentes a analise cromatografica por CLAE para os extratos aquosos na
concentragcao de 50 mg de droga/mL, submetidos ao método TRAP.

Variedade Antocianos Flavondides
area* pico 2 area* pico majoritario
Cabernet sauvignon 1363426 9196183
Couderc 464809 10764024
Diferenca (%) 66,0 14,5

* area relativa @ média de trés determinagdes.

Baseando-se no método utilizado, os resultados obtidos indicam que o
potencial antioxidante deve-se principalmente a presengca dos compostos
flavonoidicos. Porém outros métodos para avaliar a atividade antioxidante devem ser
empregados para analise dos antocianos, uma vez que este grupo ja foi estudado e

apresentou resultados muito promissores como antioxidantes.

Contudo, para que a atividade antioxidante seja realmente confirmada, deve-
se correlacionar, futuramente, os resultados obtidos com outros ensaios, a fim de
comprovar a atividade frente a outros radicais e, principalmente, realizar ensaios
com fragcbes separadas de flavondides e antocianos. Igualmente, os acidos fendlicos
e outras classes de compostos presentes nas folhas deverdo ser investigados,

relacionando a participacéo destes na atividade total dos extratos.
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Muitas pesquisas tém focado no potencial dos flavondides, incluindo os
antocianos, na prevencdo ou tratamento de doencas associadas ao estresse
oxidativo, tanto em formulagdes de uso sistémico quanto tdpico, com finalidade

dermatoldgica ou cosmética.

Os compostos maijoritarios relatados neste trabalho enquadram-se nos
quesitos indispensaveis para atuarem como antioxidantes, conforme ja mencionado
na relagéo estrutura x atividade abordada no capitulo I, cuja atividade neste trabalho
também foi evidenciada para os extratos aquosos das duas variedades estudadas

em ensaio in vitro.

Quanto a utilizagdo em formulagbes para uso sistémico, o fato de haver
disponivel diversos produtos no mercado internacional, sendo um deles com estudos
clinicos comprovando a eficacia no tratamento de desordens venosas
(ESPERESTER et al., 2007), aliado a estudos relacionados a possivel atividade
antidiabética in vivo em ratos (ORHAN et al., 2006) que foi correlacionada com o
efeito antioxidante, e outras atividades, como broncodilatadora (GHARIB-NASERI,
HEIDARI, 2006a) e espasmolitica (GHARIB-NASERI; ZAREI; AMIRI, 2006), fazem

dos extratos de folhas de videira promissoras para futura utilizacao terapéutica.

Igualmente, na ultima década, antioxidantes tém sido propostos como
ingredientes funcionais para formulagdées anti-envelhecimento e para prevenir e
modular danos a pele (VERTUANI et al., 2003). A pele € um tecido com atividade
metabdlica altamente expressiva, a qual possui a maior area superficial do corpo
humano (VERTUANI et al., 2003), sendo também alvo de fontes enddgenas e
principalmente exdgenas, desencadeadoras de radicais livres (RL) e espécies
reativas de oxigénio (ERO) como ozbnio, radiagdo ionizante, compostos quimicos
téxicos e especialmente, pela radiagao ultravioleta (SAIJA et al., 1998; PODDA;
GRUNDMANN-KOLLMANN, 2001). Em vista disso, a administragdo tépica de
antioxidantes representa uma estratégia efetiva da protegdo da pele contra danos
oxidativos, principalmente por UV. Nesse sentido, o desenvolvimento de
formulagdes fotoprotetoras contendo extratos de folhas de videira, bem como de
seus produtos isolados, como flavondides e antocianos, € um potencial a ser

explorado.



Neste contexto vislumbram-se perspectivas quanto a avaliacdo da aplicagao
tépica, a qual ainda nao foi explorada, principalmente no que concerne a penetragao

cutanea.
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CONCLUSOES







Os métodos desenvolvidos e validados foram uteis para avaliar duas
variedades de videiras cultivadas no RS, apresentando folhas avermelhadas, bem
como corrrelacionar os resultados obtidos com relatos da literatura, cujas
substancias majoritarias assemelharam-se de forma qualitativa aos compostos
pertencentes a classe dos flavondides e antocianos.

N&o foi encontrado até a presente data relato da utilizagdo da coluna X-Terra®
para analise de flavondides, em particular, visando a analise do composto
quercetina-3-O-glicuronideo.

A otimizacdo e validacdo do método para avaliar a atividade antioxidante
TRAP, assim como a proposta de utilizagdo da area sob a curva, constituem uma
importante contribuicdo para a ampliagcdo da utilizagdo deste método, além da
possibilidade de avaliar os dois extratos aquosos em diferentes concentracdes e que
apresentaram atividade antioxidante.

Considerando que o Rio Grande do Sul destaca-se na producéo de uvas, bem
como relatos de diversas atividades farmacologicas de extratos e de compostos
isolados, fazem de espécies do género Vitis uma promissora fonte para producéo de
fitoterapico ou fitoderivados, além da agregag¢ao de valor e contribuicdo para o
desenvolvimento econbmico a partir desta parte da planta que atualmente é

totalmente descartada em nosso pais.






PERSPECTIVAS







- Isolamento e identificacdo dos compostos majoritarios pertencentes a classe dos

antocianos, especialmente os glicosideos de cianidina e peonidina;

- isolamento e identificagdo dos compostos majoritarios pertencentes a classe dos

flavondides, principalmente da quercetina-3-O-glicuronideo;

- avaliagdao da atividade antioxidante através do método TRAP com fragbes e
substancias isoladas a fim de averiguar quais as substancias responsaveis pela
atividade. Avaliagao da atividade por outros métodos antioxidantes, primeiro in vitro ,

posteriormente ex vivo e in vivo. Também avaliagcao da atividade pré-oxidante;

- caracterizagao detalhada das solugdes extrativas, visando utilizacdo de diversos
métodos de secagem dos mesmos, como por exemplo, por liofilizagdo ou secagem

por aspersao);

- estudo de estabilidade térmica e a luz, bem como estabilidade frente a diferentes
pH;

- acompanhamento do teor dos compostos de interesse em diversos estagios do

desenvolvimento das folhas;

- obtencao futura de matéria-prima vegetal ou composto(s) isolado(s) para produgéo

de fitoterapico a base de folha de uva;

- avaliagdo da permeacao cuténea e da atividade fotoprotetora, ja que em geral os
flavondides também possuem esta capacidade e, além disso, foi encontrado um
artigo que relata a quercetina 3-O-glicuronideo é produzida em fun¢do da radiagéo

ultravioleta.
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ANEXOS







Tabela A1: Classificagdo da uva para fins industriais segundo o Ministério da Agricultura (BRASIL,

1988).
GRUPOS TINTAS BRANCAS
I Il I Il
Garnay Beaujolais Chardonnay Flora
Carbenet Franc
Grupo I Malbec Chenin Blanc Muller Thurgau
Vlnlg)eras Cabernet Sauvignon
nobres Merlot Petite Syrah Gewurztraminer Sémillon
Pinot Noir Pinot Blanc
Riesling Italico
Riesling Renano
Sauignon Blanc
Sylvaner
Barbera Piemonte Aramon Cheselas Doré Aligoté
Barbera D' Asti Carignan Malvasia Bianca Clairette
Carmeneré Calitor (Sira Falsa) Prosecco Malvsia
Canaiolo Cinsaut Tocay Friulano Amarela
Grenache Bonarda Trebbiano Malvasia Di
Grupo Il | Marzemina Fraisa Vernaccia Candia
Viniferas | Nebbiolo Gamay St. Romain Malvasia Verde
Superiores | sangiovesse Grand Noir Moscato
Tannat Lambrusco Palomino
Peveralla
Verdea
Verdisso
Vermentinho
Concord Cliton Baco Blanc Goehte
Herbemont IAC 138-22 (Maximo) | Couderc 13 Martha
Isabel Jacquez IAC 116-31 (Rainha) | Seibel 13680
Grupo llI: | Seibel 2 Landot 244 ou 304 Niagara Branca
Comum | Seibel 1077 (Couderc) Oberlin 595 Niagara Rosada
Seibel 5455 Othello Seyve Villard 5276
(Seyval)
Seibel10096 Zeperina (Cynthiana | Seyve Villard 12375

Santiago)

Yves (Bordd FIl. De Figo)




Tabela A2: Exemplos de produtos comercialmente disponiveis contendo folhas de videira.

Ref. Nome Fabricante Pais Composicdo Apresentacado
1 Grape Bath Tonic® L'Occitane Franca Associacao E.m,UI.S‘aO
bifasica
1 Grape Beauty Milk® L'Occitane Franca Associacao Locao
Vigne Rouge ; . Extrato de ~
2 Concentrég Michel Pierre  Franga folhas da uva Solucgéao
Extrato aquoso
3 Vein-Vine® Healthspan Estados Unidos de folhas da Comprimido
uva
4 Vigne Rouge Bio® Super Diet NE Extrato de Ampola
folhas da uva
4 X|gr‘1e I;ouge Orange Yves Ponroy  NE Associacéo Comprimido
mére
4 Vigne Rouge® Feuille NE Folhas dauva Capsula
: ® Extrato de .
4 Vigne rouge Ephyto NE folhas da uva Capsula
Vigne ; N .
4 Rouge/Cassis/Raisin® Juvamine NE Associagao Capsula
Alemanha e Extrato de Comprimido,
5 ANTISTAX® Pharmaton outros paises gel, creme e
folhas da uva ~
europeus solugéo
6 3 Chénes Circulation ® 3 Chénes NE Folhas de uva Ampola
3 Chénes R o
7 Articulations® 3 Chénes NE Associacao Gel
8 V-nal® Xtra® Bional Holanda Associacao Capsula
Folhas secas
9 Vigne Rouge® Sevene Franca Folhas de uva para infusdo e
decocgao
10 \H/lgne Rogg@e Biotechnie NE Associacao Ampola
amamelis
11 Vigne Rouge® Ortis Bélgica Associacao Capsula
12 Vigne Rouge® Bio Gelule NE Folhas de uva Capsula
Vigne Rouge . I ~
13 Aromatisé au Ginkgo® Dietaroma Franca Associacéo Solugao
13 Renfort Veineux® Naturége Franca Associacao Comprimido
13 Vigne Rouge® Naturége Franca Associacéo Capsula
14 Vigne Rouge® Romon Nature Franga Folhas de uva Capsula
15 Vigne Rouge® Boiron ;r’ang_:a, EUA, Folhas de uva Cépsula
ussia
16  Bioviva - Vigne Pierre Caron  NE (F;o de folhas Capsula
Rouge® euva
Distribuida em
varios paises nos
17 Les Infus’Oceanes® Thalgo 5 gontinentes Associacéo Saché
(n&o tem no
Brasil)

NE: ndo encontrado
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Tabela A3: Coloragbes observadas para extratos das variedades Cabernet sauvignon e Couderc
obtidos a partir de extracdo com diferentes solventes extratores aquosos em distintos pH.

acidificante *

Variedade pH acido cloridrico acido citrico
1 vermelho intenso vermelho intenso
Cabernet 2 vermelho a rosea vermelho intenso
sauvignon 3 alaranjado escuro Roésea
4a7 alaranjado escuro alaranjado escuro
1 vermelho intenso alaranjado/vermelho
C 2 vermelho alaranjado/vermelho claro
ouderc : .
3 alaranjado/vermelho alaranjado claro
4a7 alaranjado escuro alaranjado

* adicionado em agua ultrapura (MiIIi-Q® - Millipore), quando necessario, antes do procedimento de extracéo.
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pH

levemente
alcalino
(8-10) o
bases quinoidais ionizadas (coloragéo azul)
-H’ FH! -H' +H? -H’ +H'
pH neutro e
levemente HO
acido
bases quinoidais neutras (coloragao purpura a violeta)
pH<2 - . HO
cation flavilio
(coloracdo vermelha a
alaranjada)
+H? Rl, R2= H, OH ou OCH3
Rs;= O-glicosideo
pH de
3ab

carbinol pseudobase chalcona pseudobase
(incolor) (incolor)

Figura A1: Conformagdes dos antocianos em solugao aquosa sob variagcado de pH (Adaptado de
Brouillard (1988) por He (2004)).
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Co-injegcdes para andlise dos flavonoides

Para realizacdo das co-injecbes foram injetadas previamente somente a
amostra e os padrdes rutina, hiperosideo e isoquercitrina, verificando-se as areas e
calculando-se as diluicdes para que amostra e padrdes tivessem areas aproximadas
no caso do hiperosideo e isoquercitrina, a fim de verificar a sobreposi¢cao dos picos,

monitoraram-se também os tempos de retencao e analise dos espectros.
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F2.880
20000 nim
220,00 24000 260,00 250,00 300 00 320,00 340 .00 360000 350,00 400,00 4 20,00 440 00 460,00 &30 00 500000 520,00 540 .00 S60,00 530 00
2047 32.89
3276
33.04
0,604 4
o .
0OH
050 N
0404
E 10_30+
0204
0404
DBD L] T L T ¥ T &M& 1 ] T L] T
500 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 4000 45,00 50.00 55.00 6000
Minutes
Isoquercitrina
33.850
200.00 nm
4350.00 200.00 250.00
33.86
33.72
34.01
1.40+
d
L§
1.204 op
0
(]
1.00+
0.504
0.60+
0.40 :
0.204 b
.00 HA, :' s

L I DL LA LA L IR L DA AL LA BN LA AL R BN
5.00 10.00 15.00 20000 2500 3000 3500 40,00 4500 S0.00 o0.00 60.00
Minutes

121



Co-inj
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