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Geração geração cuia erva chimarrão 
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Mano da terra não vacila não foge da briga 

Na aurora pampeana xirú da campanha 
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Pois somos todos brasileiros do Rio Grande do Sul 
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RESUMO 

 

A doença de Parkinson (DP) é um transtorno neurodegenerativo 

caracterizada principalmente pela destruição de neurônios 

dopaminérgicos. O caráter progressivo da doença, e a presença de 

sintomas motores e não motores afetam significativamente a qualidade de 

vida de seus portadores. Até o presente momento, não existem fármacos 

disponíveis capazes de inibir a degeneração neuronal, permanecendo 

grande interesse na busca de agentes neuroprotetores e modificadores do 

curso da doença. As plantas medicinais sempre forneceram alternativas 

terapêuticas importantes frente a diferentes patologias. Nesse sentido, Ilex 
paraguariensis (erva-mate) apresenta significativa importância na 

perspectiva da obtenção de novo produto com emprego na DP, a medida 

que sua constituição química apresenta majoritariamente metilxantinas e 

compostos fenólicos, os quais estão relacionados com as propriedades 

benéficas frente à DP. O presente estudo teve como objetivo caracterizar 

qumicamente um extrato hidroetanólico (EHE) a partir das folhas de I. 

paraguariensis e investigar as atividades antioxidante e 

antiparkinsoniana, em modelos in vitro e in vivo. O EHE de I. 

paraguariensis apresentou nove compostos majoritários, as 

metilxantinas, cafeína e teobromina, os ácidos fenólicos, ácido 3-O-

cafeoilquínico, ácido 5-O-cafeoilquínico, ácido 4-O-cafeoilquínico, ácido 

3,4-dicafeoilquínico, ácido 3,5-dicafeoilquínico e ácido 4,5-

dicafeoilquínico, e o flavonoide rutina, identificados através de 

cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) acoplada à detector de 

arranjo de diodos (PDA) e À espectrometria de massas (EM). Os teores 

dos marcadores cafeína, ácido clorogênico e rutina foram de 29,3, 67,5 e 

12,4 mg/g, respectivamente. Este extrato demonstrou alto potencial 

antioxidante reativo total na concentração de 5 µg/mL no ensaio do TAR 

(Reatividade antioxidante total) / TRAP (Potencial antioxidante reativo 

total). A mesma concentração do extrato foi capaz de captar o radical 

hidroxil, reduzindo a porcentagem de degradação da 2-desoxirribose. No 

modelo animal de administração intranasal da neurotoxina MPTP (1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), os resultados indicaram que o 

tratamento v.o. com o EHE (300 mg/Kg), e com os compostos cafeína (10 

mg/Kg) e ácido clorogênico (20 mg/Kg), isolados e em associação (10 

mg/Kg de cafeína + 20 mg/Kg de ácido clorogênico) reverteu ou atenuou 

os déficits na memória social de curto prazo, e melhorou o 

comportamento anedônico e tipo-depressivo de ratos. Adicionalmente, 

com exceção do tratamento com ácido clorogênico, os demais grupos 

tratados reduziram o prejuízo olfatório causado pelo MPTP nos animais. 



 

Entretanto, nenhum dos tratamentos foi capaz de atenuar os prejuízos 

motores causados pelo MPTP. Ainda, os tratamentos com o extrato de I. 

paraguariensis, cafeína, ácido clorogênico e a associação de cafeína + 

ácido clorogênico reduziram a depleção dopaminérgica causada pelo 

MPTP no bulbo olfatório e no estriado. Por outro lado, somente o extrato 

e o ácido clorogênico foram capazes de atenuar a degeneração de 

dopamina causada pelo MPTP no córtex pré-frontal. 

 

Palavras-chave: Ilex paraguariensis. Erva-mate. Parkinson. MPTP. 

Compostos fenólicos. Cafeína. Ácido clorogênico. CLUE/EM. 

Neuroproteção. Antioxidante. 

 

 



ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized 

mainly by loss of dopaminergic neurons. The progressive character of the 

disease, and a presence of motors and non-motors significantly affect a 

quality of life of patients. Until this moment, there are no available drugs 

capable of inhibiting neurodegeneration, with great interest in the search 

for neuroprotective agents and modifiers of the course of the disease. 

Medicinal plants have always provided important therapeutic alternatives 

to different pathologies. In this context, Ilex paraguariensis (yerba mate) 

has significant importance in the perspective of obtaining a new product 

with use in PD, since its phytochemical composition is predominantly 

based in methylxanthines and phenolic compounds, which are related to 

the beneficial properties in PD. The present study aimed to characterize 

chemically a hydroethanolic extract (EHE) from leaves of I. 

paraguariensis and to investigate the in vitro antioxidant and in vivo 

antiparkinsonian activities. The EHE of I. paraguariensis leaves 

presented nine major compounds, the methylxanthines, caffeine and 

theobromine, the phenolic acids, 3-O-caffeoylquinic acid, 5-O-

caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid , 

3,5-dicaffeoylquinic acid and 4,5-dicaffeoylquinic acid, and the flavonoid 

rutin, identified by ultra performance performance liquid chromatography 

(UPLC) coupled to diode array detector (PDA) and mass spectrometry 

(MS). The contents of chemical markers caffeine, chlorogenic acid and 

rutin were 29.3, 67.5 and 12.4 mg / g, respectively. This extract showed 

high total reactive antioxidant potential at the concentration of 5 μg / mL 

in TAR (Total antioxidant capacity) / TRAP (Total reactive antioxidant 

capacity) assay. The same concentration of extract was able to scavenge 

the hydroxyl radical, reducing the percentage of degradation of 2-

deoxyribose. In the animal model of intranasal administration of the 

neurotoxin MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), the 

results indicated that the oral treatment with the standardized extract (300 

mg / kg) and with the compounds caffeine (10 mg / kg) and chlorogenic 

acid (20 mg / kg), isolated and in combination (10 mg / kg caffeine + 20 

mg / kg acid Chlorogenic) reversed or attenuated the deficits in short-term 

social memory, and improved the anhedonic and depressive-like behavior 

of rats. Additionally, with the exception of treatment with chlorogenic 

acid, the other treated groups reduced the olfactory impairment caused by 

MPTP in the animals. However, none of the treatments were able to 

attenuate the motor damage caused by MPTP. Also, the treatments with 

the extract of I. paraguariensis, caffeine, chlorogenic acid and a 



 

combination of caffeine + chlorogenic acid reduced the dopaminergic 

depletion caused by MPTP in the olfactory bulb and the striatum. On the 

other hand, only extract and chlorogenic acid, are able to attenuate the 

dopamine degeneration caused by MPTP in the prefrontal cortex. 

 

Keywords: Ilex paraguariensis. Yerba mate. Parkinson. MPTP. Phenolic 

compounds. Caffeine. Chlorogenic acid. 
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APRESENTAÇÃO 

 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) constituem um 

problema mundial de saúde pública, tanto nos países ricos quanto nos de 

média e baixa renda. No ano de 2015, cerca de 40 milhões das mortes 

ocorridas mundialmente foram atribuídas às DCNT. No Brasil, estudos 

recentes demonstram que as DCNT foram responsáveis por 

aproximadamente 72,6% das causas de mortes no ano de 2013 e 75% dos 

gastos com atenção à saúde no Sistema Único de Saúde – SUS (BRASIL, 

2015; WORLD HEALTH STATISTICS, 2017). 

Entre as DCNT, a doença de Parkinson (DP) é a segunda mais 

prevalente entre os idosos. Esta doença caracteriza-se por ser um 

transtorno neurodegenerativo com sintomas que incluem tremor, rigidez 

e bradicinesia, afetando profundamente a qualidade de vida dos 

portadores, como desconforto físico, perda de relações sociais, de 

trabalho e de lazer (NAKABAYASHI et al., 2008; MAHAJAN et al., 

2016; PARKINSON’S DISEASE FOUNDATION, 2016). 

O mecanismo com maior respaldo atualmente na literatura 

demonstra que estes sintomas são resultantes de uma disfunção 

extrapiramidal pela perda progressiva de neurônios dopaminérgicos. 

Paralelamente, hipóteses têm surgido na literatura sugerindo que a 

patogenia da DP decorre principalmente de fatores como estresse 

oxidativo (BLESA et al., 2015; MANOHARAN et al., 2016; ZHAO et 

al., 2017), inflamação (HIRSCH et al., 2012), disfunção mitocondrial 

(JIN et al., 2014) e proteólise alterada (SURMEIER et al., 2017), 

acarretando em morte neuronal por apoptose (JENNER; OLANOW, 

2006; MASSANO; BATHIA, 2012). 

Com a evolução do conhecimento acerca da fisiopatologia e 

sintomatologia no decurso temporal da DP, atualmente já são conhecidas 

outras disfunções não motoras que precedem os clássicos sintomas 

motores. Os sintomas não motores iniciais da DP são importantes para o 

desenvolvimento de estratégias de diagnóstico mais precoce, fato que 

parece ser essencial para o sucesso da farmacoterapia (BRAAK et al., 

2004; CHAUDHURI; SCHAPIRA 2009; GRINBERG et al., 2010; 

PRASHANT et al., 2014; PALMERI et al., 2017). 

Até o momento não existe cura para a DP. O tratamento 

farmacológico atualmente utilizado tem como objetivo diminuir os 

sintomas motores, proporcionando melhoria na qualidade de vida dos 

pacientes. Estas estratégias farmacológicas consistem basicamente no 

restabelecimento da disfunção dopaminérgica por meio da administração 
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de fármacos precursores de dopamina, como a levodopa (L-DOPA), 

agonistas dopaminérgicos, como a bromocriptina, inibidores da 

degradação de dopamina, como a selegilina e o tolcapone, bem como 

antagonistas colinérgicos (GIROUX, 2007; CONNOLLY; LANG, 2014; 

RASCOL et al., 2016). 

Entre os fármacos citados anteriormente, a L-DOPA, descoberta 

na década de 1960, permanece como o tratamento farmacológico mais 

efetivo na DP (CONNOLY; LANG, 2014). Todavia, a administração 

crônica deste fármaco leva ao desenvolvimento de significativos efeitos 

colaterais como distúrbios psiquiátricos, flutuações motoras e 

movimentos involuntários anormais, conhecidos como discinesias. A 

prevalência das discinesias em pacientes parkinsonianos tratados com L-

DOPA durante os primeiros cinco anos é cerca de 50%, chegando a atingir 

90% após o período de nove anos de tratamento (BHIDE et al., 2013). 

Adicionalmente, existem diversos efeitos colaterais agudos e tardios, 

como efeitos periféricos, sendo eles, distúrbios gastrintestinais, 

bradicardia, taquicardia, arritmia, boca seca e cefaleias; bem como efeitos 

centrais: ataxia, distúrbios motores e do sono, e deficiências cognitivo-

psiquiátricas (KARIYA et al., 2005). 

Diante dos significativos efeitos adversos citados e do caráter 

meramente paliativo da atual farmacoterapia, é possível perceber 

recentemente aumento no número de trabalhos epidemiológicos, clínicos 

e pré-clínicos, todos visando melhorar essas limitações. Dessa forma, o 

desenvolvimento de novas terapias baseadas em neuroproteção torna-se 

relevante, visto que ainda existe grande interesse na descoberta de novas 

substâncias realmente efetivas para este tipo de tratamento, e que 

poderiam representar tratamentos alternativos ou adjuvantes para o alívio 

dos sintomas motores e não motores da DP, com reduzidos efeitos 

colaterais e, principalmente, que pudessem impedir ou retardar o avanço 

do processo neurodegenerativo (CAMPOS et al., 2011; KOPULLA et al., 

2012; FOLLMER; NETTO, 2013; JIN et al., 2014; ZHOU et al., 2015; 

DE FARIAS et al., 2016). 

Paralelamente ao fato mencionado acima, tem sido observada uma 

tendência mundial à utilização de agentes terapêuticos de origem vegetal, 

porém com exigências de qualidade e segurança equivalentes aos 

medicamentos clássicos (POLETTO et al., 2011). Dessa forma, a 

caracterização química de um extrato utilizando técnicas apropriadas 

confere qualidade ao produto intermediário, aspecto essencial para 

garantir um produto final estável, seguro e terapeuticamente eficaz 

(CHAN, 2003; BOOKER et al., 2016). O desenvolvimento de 

medicamentos fitoterápicos é um segmento da pesquisa farmacêutica que 
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vem crescendo exponencialmente em nível mundial nos últimos anos 

(ZÖLLNER; SCHWARZ, 2013). Aliado a isso, a imensa biodiversidade 

da flora nativa brasileira demonstra potencial para colocar o país em 

destaque neste segmento da indústria farmacêutica (ZUANAZZI; 

MAYORGA, 2010; DUTRA et al., 2016).  

Plantas medicinais sempre forneceram alternativas terapêuticas 

importantes frente a uma série de doenças do SNC. Ginkgo biloba 

(CHRISTEN, 2004; SHI et al., 2010), Panax ginseng C.A. Mey (KIM et 

al., 2013), e algumas espécies dos gêneros Passiflora (DE-PARIS et al., 

2001; REGINATTO et al., 2006; SENA et al., 2009) e Valeriana 

(FERNÁNDEZ et al., 2004) são exemplos de espécies vegetais que 

tiveram seu potencial farmacológico sobre o SNC comprovado 

cientificamente. Especificamente em relação à DP, Panax ginseng C.A. 

Mey (KIM et al., 2003; VAN KAMPEN et al., 2003; HU et al., 2011; 

BEAMER; SHEPHERD, 2012; VAN KAMPEN et al., 2014), Ginkgo 

biloba (KIM et al., 2004; KANG et al., 2007; ROJAS et al., 2008; 2009; 

JESCHKE et al., 2011) e Mucuna pruriens L. (DC) 

(KATZENSCHLAGER et al., 2004; PATHAK-GANDHI; VAIDYA, 

2017) apresentam potencial antiparkinsoniano relatado na literatura. 

Neste contexto, Ilex paraguariensis A. St. Hilaire, conhecida 

popularmente como erva-mate é uma espécie vegetal que se destaca por 

apresentar relatos na literatura de potenciais atividades antioxidante 

(SCHINELLA et al., 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012), 

antiinflamatória (SCHINELLA et al., 2014; LUZ et al., 2016) e 

antiparkinsoniana (MILIOLI et al., 2007), além de estudos 

epidemiológicos demonstrando associação inversa entre o consumo de 

erva-mate e DP (GATTO et al., 2015). Dessa forma, I. paraguariensis 

apresenta-se como uma fonte vegetal com potencial para obtenção de um 

novo produto neuroprotetor para o tratamento da DP. 

Com base nos dados anteriormente destacados, iniciou-se pesquisa 

nos Laboratórios de Farmacognosia e de Farmacotécnica, ambos do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC), com o desenvolvimento e caracterização de um 

extrato hidroetanólico (EHE) a partir de folhas de I. paraguariensis. Para 

isso foi realizado um planejamento fatorial, visando a obtenção de um 

extrato com altos teores de compostos fenólicos e pronunciado potencial 

antioxidante. Esta etapa do planejamento faz parte da dissertação de 

mestrado da aluna Larissa Probst dos Santos (SANTOS, 2016), do 

Programa de Pós Graduação em Farmácia da UFSC, orientada pela 

professora Dra. Ângela Machado de Campos e coorientadora da presente 

Tese. 
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No presente estudo, a obtenção do extrato de folhas de I. 

paraguariensis foi realizada com base nos parâmetros estudados na 

dissertação mencionada anteriormente. Tais condições de extração foram 

otimizadas, considerando as diferenças nas características da matéria-

prima vegetal utilizada. Este extrato foi caracterizado quimicamente por 

meio de Cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), acoplado à 

espectrometria de massas (EM) e detecção de arranjo de diodos (DAD), 

sendo realizada a identificação dos compostos majoritários presentes no 

extrato, bem como a quantificação dos marcadores químicos 

selecionados. 

Sequencialmente, foi realizado um estágio doutoral no Centro de 

Estudos em Estresse Oxidativo do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), através de 

colaboração estabelecida com o grupo de pesquisa liderado pelos 

professores Dr. José Claudio Fonseca Moreira e Dr. Daniel Pens Gelain. 

O estágio teve início em janeiro de 2015 e término em março do mesmo 

ano, tendo como meta principal a avaliação do potencial antioxidante in 

vitro do EHE de I. paraguariensis. 

A partir dos dados obtidos, a etapa subsequente do trabalho 

consistiu na avaliação dos efeitos da administração do extrato de I. 

paraguariensis em modelo animal da DP. Para isso foi estabelecida 

parceria com o grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr. Rui 

Daniel Prediger. Assim, esta etapa do trabalho foi realizada no 

Laboratório Experimental de Doenças Neurodegenerativas (LEXDON), 

do Departamento de Farmacologia da UFSC.  

Dessa forma, esta tese foi organizada em três capítulos, os quais 

descrevem uma revisão bibliográfica sobre os aspectos relacionados à DP 

e o potencial emprego farmacêutico de I. paraguariensis nesta patologia 

(Capítulo I); a caracterização química e avaliação da atividade 

antioxidante in vitro do extrato de I. paraguariensis (Capítulo II); e, por 

fim, a avaliação da atividade antiparkinsoniana in vivo do extrato 

hidroetanólico de I. paraguariensis (Capítulo III). 
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA: Ilex paraguariensis 

A. ST. HILAIRE E SEU POTENCIAL EMPREGO NA DOENÇA 

DE PARKINSON. 

 

Nessa revisão de literatura serão abordados, em um primeiro 

momento, aspectos gerais relacionados à doença de Parkinson (DP), 

como epidemiologia, etiologia, neuropatologia, sintomatologia e 

tratamento. Sequencialmente serão apresentados dados a respeito da 

importância de espécies vegetais no desenvolvimento de medicamentos, 

especialmente com potencial farmacológico no sistema nervoso central 

(SNC). Por fim, serão abordados dados relativos à espécie Ilex 
paraguariensis, como aspectos botânicos, sociais, econômicos, químicos 

e farmacológicos. 

 

1.1 DOENÇA DE PARKINSON 

 
1.1.1 Epidemiologia e etiologia 
 

O aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da 

população mundial é notável. No Brasil, a evolução das taxas de 

mortalidade, natalidade e fecundidade a partir de 1950 caracterizou o 

processo de transição demográfica e epidemiológica. De uma população 

predominante jovem em um passado nem tão distante, observa-se, nos 

dias atuais, um contingente, cada vez mais importante, de pessoas acima 

dos 65 anos de idade. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE), atualmente, o percentual de pessoas nessa faixa 

etária é de 8,46% (IBGE, 2017). Paralelamente à transição demográfica, 

observa-se mudança nos padrões de morbimortalidade, com predomínio 

das doenças crônicas não transmissíveis (DCNT). Tal cenário de 

crescimento das DCNT é ainda mais preocupante na população idosa, 

especialmente em função das alterações biológicas e sociais intrínsecas 

ao envelhecimento (BRASIL, 2010; DUARTE; BARRETO, 2012; 

VASCONCELOS; GOMES, 2012) 

A doença de Parkinson (DP) destaca-se por acometer 0,1% da 

população mundial e 1% dos indivíduos a partir dos 60 anos, aumentando 

com o avanço da idade (FRITSCH et al., 2012). Assim, a DP é a segunda 

patologia mais prevalente entre os idosos, sendo que no Brasil, 3,3 % dos 

indivíduos com mais de 65 anos apresentam esta patologia (DORSEY et 

al., 2007; NAKABAYASHI, et al., 2008; BRASIL, 2010). 
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A etiologia primária da DP permanece desconhecida, entretanto, a 

sua característica multifatorial é consenso entre os pesquisadores. O 

envelhecimento representa o principal fator de risco para o surgimento da 

DP, e sua incidência aumenta com o avanço da idade. Além deste, outros 

fatores são considerados responsáveis pelo aumento desta patologia, 

como o histórico familiar e a exposição a contaminantes ambientais, tais 

como alguns tipos de metais, vírus e agrotóxicos (POSTUMA; 

MONTPLAISIR, 2009; COLLIER et al., 2011; POLITO et al., 2016). 

 

1.1.2 Neuropatologia 

 

A perda de neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo é a principal 

característica neuropatológica da DP. Esta perda neuronal ocorre mais 

especificamente na região denominada substância negra parte compacta 

(SNpc), a qual projeta suas fibras dopaminérgicas para o estriado, 

localizado nos núcleos da base (Figura 1). Devido à neurodegeneração na 

SNpc, o estriado tem seus níveis de dopamina (DA) reduzidos, resultando 

em distúrbios motores (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). 

Adicionalmente à redução de DA, pode ser observada também uma 

redução dos seus metabólitos, ácido homovanílico (HVA) e ácido 3,4-

dihidroxifenilacético (DOPAC), assim como na expressão de tirosina 

hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (DDC), enzimas envolvidas na 

sua síntese (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; PIFL; KISH; 

HORNYKIEWICZ, 2012). 

De forma paralela à degeneração da via nigroestriatal, a presença 

de corpos de Lewy constitui um marcador neuropatológico de grande 

importância para o diagnóstico definitivo da DP, embora não seja 

específico para diferenciar as formas idiopática (sem etiologia definida) 

ou genética da doença. Os corpos de Lewy (Figura 1) consistem em 

inclusões citoplasmáticas nucleares formadas por agregados proteicos 

oxidados, nitrados e ubiquitinados, sendo que em sua constituição 

predomina a proteína α-sinucleína, além de ubiquitina, parquina e 

neurofilamentos (EVERSE; COATES, 2005; GUERRERO et al., 2013). 

Estas inclusões citoplasmáticas também podem ser encontradas no 

cérebro de idosos normais, embora a presença dos corpos de Lewy tenha 

sido verificada em cerca de 85% dos pacientes clinicamente 

diagnosticados como portadores da DP. Diante disso, outras 

anormalidades celulares são indicadas por estarem envolvidas na 

neuropatologia da DP, como a excitotoxicidade glutamatérgica, disfunção 

mitocondrial e o estresse oxidativo (YACOUBIAN; STANDAERT, 

2009; CHINTA et al., 2013). 
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Figura 1 - Neuropatologia da doença de Parkinson (DP). Representação da via 

nigroestriatal A) normal; B) acometida pela DP; C) Presença de corpos de Lewy 

na substância negra parte compacta, evidenciados por imunohistoquímica através 

da marcação para sinucleína e ubiquitina. 

 
Fonte: Adaptado de Dauer e Przedborski (2003). 
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O envolvimento do glutamato, um dos principais 

neurotransmissores excitatórios do sistema nervoso central (SNC), tem 

sido apontado na neuropatolgia da DP. Níveis extracelulares de glutamato 

superiores à taxa fisiológica ativam excessivamente os receptores N-metil 

D-Aspartato (NMDA), causando a excitotoxicidade glutamatérgica. Este 

fato envolve influxo de cálcio extracelular exacerbado, ativando enzimas 

dependentes de cálcio que participam do catabolismo de proteínas, 

fosfolipídeos e ácidos nucléicos, levando à disfunção mitocondrial, 

rompimento da membrana plasmática e alterações no citoesqueleto 

(GREENAMYRE, 2001; CAUDLE; ZHANG, 2009). 

Os neurônios do corpo estriado recebem muitas aferências, 

predominando as glutamatérgicas, de áreas corticais, límbicas e 

talâmicas, além de aferências dopaminérgicas do mesencéfalo, tanto da 

parte compacta quanto da área tegumentar ventral da substância negra. 

Enquanto as sinapses glutamatérgicas servem como uma espécie de 

gatilho dos circuitos estriatais, as sinapses dopaminérgicas têm um papel 

modulatório sobre a neurotransmissão glutamatérgica (SCHIFFMANN et 

al., 2007). 

Outro fator associado à neuropatogênese da DP é o estresse 

oxidativo, causado pela excessiva geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). EROs é um termo que inclui radicais livres e espécies 

não radicalares, como peróxido de hidrogênio (H2O2), ânions superóxido 

(O2
·), radicais hidroxila (OH·) e hidroperoxil (HO2

·). No intuito de manter 

sua integridade estrutural e funcional, as células aeróbicas, em seu 

metabolismo basal produzem constantemente EROs, as quais são 

continuamente inativadas pela ação de agentes antioxidantes endógenos, 

como as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GR), além de 

antioxidantes exógenos, como a vitamina C e alguns compostos fenólicos. 

O estresse oxidativo é definido como um distúrbio no balanço 

pró/antioxidante, em favor do primeiro, podendo acarretar danos ao DNA, 

lise mitocondrial, influxo e desbalanço intracelular de cálcio, oxidação de 

proteínas, lipoperoxidação de membranas celulares e, consequentemente, 

danos celulares. Estes diferentes eventos celulares associados induzem a 

morte dos neurônios dopaminérgicos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; 

HALLIWELL, 2006; MOSLEY et al., 2006; HENCHCLIFFE; BEAL, 

2008; ZHOU et al., 2008; JIN et al., 2014; BLESA et al., 2015). 

De acordo com os dados citados acima, as EROs podem contribuir 

no processo de toxicidade neuronal e estão associadas as condições 

neuropatológicas agudas e crônicas. Além disso, o H2O2 produzido 

durante o processo redox, além de ser altamente solúvel, difusível e capaz 
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de atravessar a membrana celular é utilizado como fonte exógena de 

EROs (ZHU et al., 2005). Diante disso, o envolvimento do estresse 

oxidativo na patogênese de doenças neurodegenerativas, como a DP tem 

sido muito investigado pela comunidade científica (PIECHOTA-

POLANCZYK; FICHNA, 2014; BLESA et al., 2015; HERRERA et al., 

2017; ZHAO et al., 2017).  

A análise de tecidos cerebrais post-mortem de pacientes portadores 

da DP forneceu evidências do estado de desbalanço oxidativo, sugerindo 

o estresse oxidativo como fator importante no processo de 

neurodegeneração da SNpc associada à DP. Anormalidades na atividade 

do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial e níveis de glutationa 

diminuídos na SNpc, por exemplo, parecem ser uma das primeiras 

mudanças bioquímicas observadas na doença. Também é observado um 

aumento da peroxidação lipídica nesta estrutura cerebral e aumento dos 

níveis de malondialdeído e 4-hidroxinonenal, produtos gerados pela 

peroxidação lipídica (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; HALD; 

LOTHARIUS, 2005; ZHOU et al., 2008; BLESA et al., 2015; 

MANOHARAN et al., 2016). 

A longa duração de vida e o fato dos neurônios não se dividirem, 

podem contribuir para a vulnerabilidade seletiva das diferentes 

populações neuronais (GANDHI; ABRAMOV, 2012). Adicionalmente, 

durante o envelhecimento ocorre um desequilíbrio das defesas 

antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas, com decorrente aumento do 

dano oxidativo e nitrosativo neuronal (CAMOUGRAND; RIGOULET, 

2001; ROMANO et al., 2010). Outra hipótese interessante para a 

vulnerabilidade do cérebro, é que durante o processo de envelhecimento 

os neurônios dopaminérgicos da substância negra “pars compacta”, 

apresentam um mecanismo autônomo que utilizam canais de cálcio, 

resultando em oscilações intracelulares do cálcio (WANG; MICHAELIS, 

2010). 

Adicionalmente, em relação à vulnerabilidade seletiva citada 

anteriormente, os neurônios dopaminérgicos são significativamente 

afetados. A dopamina, em condições fisiológicas normais, sofre oxidação 

não enzimática pelo oxigênio molecular transformando-se em H2O2 e 

quinonas. Enzimaticamente (Figura 2), a dopamina é majoritariamente 

desaminada pela monoamina oxidase-B (MAO-B), formando H2O2 e 3,4-

diiidroxifenilacetaldeído (DOPAL). Este último, por sua vez é oxidado 

pela enzima aldeído desidrogenase (AD), formando DOPAC, o qual é 

metilado pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) originando 

HVA (HERRERA et al., 2017). Diante disso, a oxidação da dopamina 
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pode induzir vulnerabilidade seletiva dos neurônios dopaminérgicos e 

morte celular. 

 
Figura 2 – Metabolismo enzimático da dopamina. MAO-B = monoamino 

oxidase B; DOPAL = 3,4-diidroxifenilacetaldeído; AD = aldeído desidrogenase; 

DOPAC = ácido 3,4-diidroxifenilacético; COMT = catecol-O-metiltransferase. 

 
Fonte: Adaptado de Galvin (2006). 

 

Desta forma, tanto a auto-oxidação da dopamina quanto o seu 

metabolismo enzimático envolvem a formação de H2O2, que na presença 

do íon Fe2+ pode ser facilmente reduzido através da reação de Fenton 

(H2O2 + Fe2+  Fe3+ + OH· + OH-), formando o radical hidroxila (OH·), 

espécie altamente reativa e capaz de reagir com macromoléculas celulares 

(HALD; LOTHARIUS, 2005). A catálise do radical hidroxila mediada 

pelo ferro pode ser um mecanismo patogênico chave que contribui com o 

estresse oxidativo observado na DP, visto que os níveis de ferro na SNpc 

não são maiores que em outras áreas do cérebro, mas estão aumentados 

nos pacientes com DP (AYTON et al., 2014; JIANG et al., 2017). 

 

1.1.3 Sintomatologia 

 
A DP caracteriza-se por apresentar sinais clínicos bastante 

evidentes, como distúrbios motores irreversíveis e incapacitantes, os 

quais incluem rigidez muscular, instabilidade postural, tremor em 

repouso, fraqueza muscular e escassez de movimentos voluntários. 

Todavia, estes critérios clínicos são desenvolvidos pelos pacientes 

parkinsonianos somente quando aproximadamente 60-70% dos neurônios 

da SNpc já estão degenerados e os níveis de DA reduzidos de 70 a 80% 

(PREDIGER et al., 2012). Dessa forma, o processo neurodegenerativo 
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está em estágio avançado quando o diagnóstico é estabelecido, fato que 

pode justificar a baixa eficácia clínica de substâncias e agentes 

neuroprotetores testados no tratamento da DP.  

Embora os sintomas motores sejam os mais evidentes na DP, 

atualmente já são conhecidas outras disfunções e sintomas presentes em 

estágios mais precoces, precedendo o surgimento dos sintomas motores. 

Nesse sentido, Braak e colaboradores (2003) introduziram uma 

nova visão sobre o decurso temporal da DP, apontando os sintomas não 

motores, o aparecimento dos sintomas olfatórios iniciais (hiposmia), 

sintomas cognitivos (perda de memórias operacionais) e emocionais 

(depressão e ansiedade), até o aparecimento das alterações motoras 

clássicas. Adicionalmente, a “hipótese de Braak” compreende também os 

processos patológicos subjacentes a cada estágio (Figura 3), além dos 

sintomas clínicos. Esses sintomas iniciais da DP são extremamente 

importantes para o desenvolvimento de estratégias de diagnóstico mais 

precoce, fato que parece ser essencial para o sucesso da farmacoterapia, 

sobretudo se considerarmos o avançado quadro degenerativo no 

aparecimento dos sintomas motores (OWEN, 2004; CHAUDHURI et al., 

2011; PRASHANT et al., 2014). 

 
Figura 3 – Principais características da doença de Parkinson: neurodegeneração 

progressiva dos neurônios dopaminérgicos e aparecimento dos sintomas motores 

e não motores. 

 
Fonte: Adaptado de Aguiar; Prediger (2012). 

 

1.1.4 Tratamento 

 
Nos últimos 25 anos, os pacientes parkinsonianos tiveram um 

aumento considerável em suas opções de farmacoterapia disponíveis. O 

objetivo principal do tratamento farmacológico utilizado atualmente na 
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DP é restaurar a atividade dopaminérgica no SNC. Isso tem sido realizado 

através da administração de diferentes agentes farmacológicos, tais como 

o precursor da síntese de dopamina levodopa (L-DOPA), agonistas dos 

receptores dopaminérgicos (ex: bromocriptina e pramipexol), inibidores 

das enzimas que metabolizam a dopamina, catecol-O-metiltransferase 

(COMT) e monoaminoxidase B (MAO-B) (ex: entacapone e selegilina, 

respectivamente) e fármacos que aumentam a liberação de dopamina e/ou 

inibem sua recaptação, como a amantadina. Apesar de não atuarem 

diretamente sobre o sistema dopaminérgico, os fármacos anticolinérgicos 

(ex: biperideno e triexifenidil) auxiliam no restabelecimento temporário 

da neurotransmissão dopaminérgica por aumentarem a liberação de 

dopamina em terminais pré-sinápticos (GIROUX, 2007; CONNOLLY; 

LANG, 2014; RASCOL et al., 2016). 

O tratamento medicamentoso, até a década de 1960, era limitado 

aos anticolinérgicos, os quais apresentam baixa eficácia e efeitos 

colaterais gastrointestinais e neuropsiquiátricos frequentes 

(KATZENSCHLAGER; POEWE, 2014). Um aumento impactante na 

qualidade de vida dos indivíduos com DP, com escores de incapacidade 

e mortalidade significativamente reduzidos, foi obtido com a introdução 

da L-DOPA em 1961. Apesar disso, existem limitações em seu emprego, 

pois após ser administrada, grande parte da L-DOPA sofre 

descarboxilação por enzimas da mucosa intestinal e em outros locais 

periféricos, fazendo com que apenas cerca de 1% do fármaco inalterado 

alcance o SNC (DURSO et al., 2000). Diante desse fato, a L-DOPA é 

geralmente associada a outros fármacos no tratamento farmacológico 

empregado na DP. Exemplos de sucesso dessa associação envolvem os 

fármacos carbidopa ou benserazida, os quais inibem a degradação 

periférica da L-DOPA pela enzima dopa descarboxilase. Tal associação 

permite uma redução da dose de L-DOPA necessária para atingir a 

concentração terapêutica adequada (FREITAS et al., 2016; KIANIRAD; 

SIMUNI, 2016; AQUILONIUS; NYHOLM, 2017). 

A administração da L-DOPA está associada a um grande número 

de efeitos indesejáveis, como náuseas, vômitos e arritmia cardíaca, 

causados por sua degradação periférica. Efeitos importantes observados 

em longo prazo são o surgimento de discinesias (movimentos 

involuntários de contração muscular) e flutuações motoras. A indução de 

discinesias pode ser mais debilitante que a doença em si e faz com que 

muitos pacientes abandonem o tratamento com L-DOPA (RASCOL et al., 

2003; GIROUX, 2007; RASCOL, 2010; OLANOW, 2015). 

Os agonistas dopaminérgicos, como a bromocriptina e o 

pramipexol, usados como monoterapia tratam de forma eficaz os sintomas 
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motores. Estudos clínicos já evidenciaram que o uso precoce dessa classe 

de fármacos pode reduzir ou retardar as complicações motoras observadas 

com o uso da L-DOPA (RASCOL et al., 2010; 2011; STAYTE; VISSEL, 

2014). Dessa forma, os agonistas dopaminérgicos podem ser 

considerados um tratamento inicial eficaz. No entanto, eles também 

apresentam alguns efeitos adversos como náuseas, vômitos, sonolência, 

quadros de alucinação e delírio (GIROUX, 2007; RASCOL, 2011; 

RIZEK et al., 2016). 

 
Figura 4 – Representação esquemática das estratégias farmacológicas 

empregadas atualmente na doença de Parkinson. 

 
Fonte: Adaptado de Singh; Pillay; Choonara (2007). 

 

É possível destacar também a amantadina, um antagonista dos 

receptores NMDA para glutamato, que facilita a transmissão 

dopaminérgica no estriado, melhora os sintomas motores e reduz a 

severidade das discinesias. No entanto, este fármaco promove um grande 

número de efeitos colaterais como perda da libido, tonturas e confusão 

mental (RASCOL et al., 2014; PAHWA et al., 2015) 
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No Brasil, através das estratégias dos Componentes Básico e 

Especializado da Assistência Farmacêutica, a Relação Nacional de 

Medicamentos Essenciais (RENAME) (BRASIL, 2015) contempla 

alguns medicamentos para o tratamento da DP. Na Atenção Básica, no 

Anexo I da RENAME estão presentes as associações de 

levodopa/carbidopa e levodopa/benserazida. No Anexo III, por sua vez, 

são contemplados os fármacos amantadina, bromocriptina, entacapona e 

tolcapona, pramipexol e selegilina. 

Cabe ressaltar que os medicamentos atualmente disponíveis 

apresentam-se como alternativa terapêutica paliativa da DP, pois a função 

dopaminérgica no SNC é restabelecida temporariamente. Os fármacos 

atuais não apresentam ação neuroprotetora sobre o processo de 

neurodegeneração, o qual continua sua progressão (GIROUX, 2007; 

CONNOLLY; LANG, 2014). Diante disso, outros tratamentos estão 

sendo investigados com o intuito de alcançar alternativas terapêuticas 

com maior eficácia. Alguns exemplos podem ser citados como os 

antagonistas dos receptores para adenosina, antagonistas dos receptores 

glutamatérgicos, agonistas dos receptores para serotonina, antagonistas 

dos receptores adrenérgicos, bloqueadores de canais de cálcio, quelantes 

de ferro, anti-inflamatórios, antioxidantes, entre outros (STAYTE; 

BRYCEVISSEL, 2014).  

Diante das evidências do envolvimento do estresse oxidativo na 

patogênese da DP, a terapia com antioxidantes ou sua combinação com 

métodos de tratamento clássicos pode representar uma estratégia atrativa 

para a prevenção ou tratamento da neurodegeneração dopaminérgica 

estriatal (NAKAMURA; CHO; LIPTON, 2012; PIECHOTA-

POLANCZYK; FICHNA, 2014; BLESA et al., 2015; HERRERA et al., 

2017; ZHAO et al., 2017). 

A proteção conferida por antioxidantes exógenos, como as 

vitaminas C, D e E, as metilxantinas, os flavonoides e os ácidos fenólicos 

frente aos radicais livres pode ocorrer em diferentes aspectos. O primeiro 

mecanismo de defesa é impedir a geração dessas espécies, principalmente 

através da inibição das reações em cadeia com os íons metálicos (ferro e 

cobre), impedindo o dano lipídico, mitocondrial, proteico e do DNA, 

evitando assim a consequente morte celular. Adicionalmente, os 

antioxidantes podem atuar promovendo o reparo das lesões produzidas 

por espécies reativas, como reparo da molécula do DNA e a reconstituição 

de membranas celulares danificadas (KARDANI; ROY, 2015; KUMAR; 

ANILAKUMAR; NAVEEN, 2015; ARROZI et al., 2016; COSTA et al., 

2016; CALVELLO et al., 2017; McBEAN; LÓPEZ; WALLNER, 2017; 

REGLODI et al., 2017).  
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Vários estudos já comprovaram que a cafeína e seus metabólitos 

possuem a capacidade de inibir o dano oxidativo induzidos por espécies 

reativas do oxigênio (COSTA et al., 2010; LEE, 2000; JOGHATAIE et 

al., 2004; PALACIOS et al., 2012; KARDANI; ROY, 2015; 

KHADRAWY et al., 2017). A cafeína, apontada como a substância 

psicoativa mais consumida no mundo, tem sido muito estudada em 

relação às suas propriedades sobre o SNC. No contexto do presente 

trabalho, estudos epidemiológicos têm demonstrado a relação inversa 

entre o consumo de cafeína e o risco de desenvolvimento da DP (ROSS 

et al., 2000; ASCHERIO et al., 2001; ASCHERIO et al., 2004; XU et al., 

2006; COSTA et al., 2010; LIU et al., 2012; PALACIOS et al., 2012; QI; 

LI, 2013). 

Baseado nesses resultados, muitos pesquisadores têm investigado 

os efeitos da cafeína na DP em estudos pré-clínicos. Em modelos animais 

utilizando a neurotoxina MPTP, o potencial neuroprotetor da cafeína foi 

demosntrado por diversos estudos (CHEN et al., 2001; 2007; 2008; 2010; 

PREDIGER, 2010; XU et al., 2002; 2010; 2016; BAGGA; PATEL, 

2016). Chen e colaboradores (2001), por exemplo, demonstraram que a 

cafeína (5-30 mg/kg) reduziu de maneira dose-dependente a perda 

neuronal dopaminérgica no estriado de camundongos expostos ao MPTP, 

em diferentes protocolos (dose única e múltiplas doses de exposição à 

toxina). Adicionalmente, XU e colaboradores (2002) verificaram os 

efeitos da cafeína em camundongos lesionados com MPTP tratados 

diariamente com cafeína ou salina por mais de uma semana e os 

resultados obtidos mostraram que a administração diária de cafeína, em 

condições que produzem tolerância locomotora, não reduziu o efeito 

protetor da cafeína contra a toxicidade neuronal induzida pelo MPTP. 

Em algumas das hipóteses apresentadas, a cafeína parece exercer 

uma ação central que melhora a atividade do sistema dopaminérgico. 

Segundo Chen e colaboradores (2007) a ação neuroprotetora da cafeína 

em modelo experimental da doença de Parkinson utilizando 

camundongos tratados com MPTP, induziu uma redução da perda dos 

neurônios dopaminérgicos estriatais, efeito que parece estar relacionado 

também ao bloqueio dos receptores de adenosina do tipo A2A. 

Estudos fornecem fortes evidências experimentais de que os 

receptores A2A podem contribuir para a degeneração dos neurônios 

dopaminérgicos nigroestriatais enquanto, por outro lado, antagonistas 

desses receptores, como a cafeína, apresentam propriedades 

neuroprotetoras (XU et al., 2005; KALDA et al., 2006; RODRIGUES et 

al., 2015; RIOS et al., 2016; XU et al., 2016). 
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O interesse na pesquisa de antagonistas de receptores de adenosina 

do tipo A2A como possível estratégia terapêutica não dopaminérgica para 

a DP tem aumentado consideravelmente nos últimos anos, tanto em 

estudos pré-clínicos, como clínicos e epidemiológicos (CHEN et al., 

2007; PREDIGER, 2010; PREDIGER et al., 2015; RODRIGUES et al., 

2015; XU et al., 2016). 

Muitos antagonistas dos receptores A2A desenvolvidos exibem 

propriedades antiparkinsonianas, melhorando a atividade motora em 

modelos animais da DP e, em pacientes portadores da doença (LEWITT 

et al., 2008). A distribuição dos receptores A2A no estriado, o 

antagonismo molecular e as interações comportamentais entre os 

receptores da adenosina e da dopamina proporcionam uma base 

anatômica e neuroquímica para a observação clínica de que os 

antagonistas A2A melhoram a atividade motora na DP (CHEN et al., 

2007; QI; LI, 2014). 

Nesse sentido, é possível verificar a existência de estudos clínicos 

recentes avaliando a eficácia de alguns antagonistas de receptores A2A 

na terapia de algumas doenças. Embora alguns resultados tenham 

demonstrado algum sucesso, inúmeros fármacos falharam nesses ensaios 

clínicos. Especificamente para o tratamento da DP, até o momento, o 

único exemplo de sucesso é o fármaco Istradefylline, análogo da cafeína 

que está sendo testado no Japão e encontra-se em testes clínicos de fase 3 

(para revisão ver STOCKWELL et al., 2017). 

Behan e Stone (2002) demonstraram que o 8-(3-clorostiril)-cafeína 

(CSC), um antagonista específico dos receptores A2A derivado da 

xantina, assim como a cafeína, possui atividade protetora frente a danos 

excitototóxicos e danos causados por radicais livres, sugerindo que esses 

compostos podem agir prevenindo os danos neuronais resultantes de uma 

variedade de estímulos lesivos presentes na DP. 

Em sua revisão, Pohanka (2015) descreve alguns efeitos 

farmacológicos previamente relatados para a cafeína, os quais sugerem o 

possível emprego dessa metilxantina na DP. Entre as atividades estão a 

inibição da enzima acetilcolinesterase (POHANKA; DOBES, 2013; 

POHANKA, 2014), o antagonismo de receptores de adenosina 

(SULLIVAN et al., 1995; PREDIGER 2010), e a inibição da enzima 

monoaminaoxidase (PETZER; PIENAR; PETZER, 2013; PETZER et al., 

2014). Adicionalmente, o emprego da cafeína no tratamento da DP foi 

avaliada em estudo clínico de fase 3 (NCT01738178) (para revisão ver 

STOCKWELL et al., 2017). 

Outro composto que tem sido estudado em relação às suas 

propriedades sobre o SNC é o ácido clorogênico (ACG). Mikami e 
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Yamazawa (2015) demonstraram a capacidade do ACG em inibir a morte 

neuronal induzida por glutamato em culturas celulares primárias do 

córtex cerebral de ratos. Adicionalmente, o ACG preveniu o aumento de 

concentrações intracelulares de Ca2+ causada pela adição de glutamato à 

cultura celular neuronal. 

Teraoka e colaboradores (2012) avaliaram o potencial efeito 

protetor in vitro do ácido clorogênico na toxicidade dopaminérgica 

relacionada à α-sinucleína em cultura de células PC12 (derivadas de uma 

linhagem de tumor neuroendócrino da glândula adrenal de ratos, que 

exibem características de neurônios). Os resultados obtidos pelos autores 

demonstraram que o ACG inibiu a oxidação da DA e a interação direta da 

DA oxidada a α-sinucleína, além de inibir a oligomerização da α-

sinucleína em células. 

Adicionalmente, Kwon e colaboradores (2010) demonstraram 

potencial neuroprotetor do ácido clorogênico nos déficits de memória e 

aprendizado induzidos por escopolamina (0,5 mg/kg, i.p.) em 

camundongos. No mesmo trabalho, em ensaios in vivo e ex vivo, o ACG 

inibiu a atividade da enzima acetilcolinesterase no hipocampo e córtex 

frontal, além de apresentar significativa atividade de captação de radicais 

livres e inibição da lipoperoxidação. 

A neurodegeneração oxidativa induzida por H2O2 é 

conhecidamente um dos fatores envolvidos na etiologia da DP. Kim e 

colaboradores (2012) demonstraram que os pré-tratamentos com café, 

café descafeinado ou ácido clorogênico inibiram a apoptose neuronal 

induzida por H2O2. O efeito neuroprotetor apresentado pelo café 

descafeinado foi similar ao café cafeinado, indicando que o ACG e outros 

compostos presentes no café exercem papel importante em tais benefícios 

sobre os neurônios. 

A produção de quimiocinas pró-inflamatórias e ativação da 

micróglia contribui para a progressão da DP (MACHADO et al., 2016). 

Nesse sentido, Shen e colaboradores (2012), em ensaios in vitro e in vivo, 

evidenciaram que o ácido clorogênico suprimiu significativamente a 

produção de óxido nítrico e TNF-α na ativação da micróglia estimulada 

por lipopolissacarídeo, prevenindo a neurodegeneração dopaminérgica. 
Considerando os dados apresentados anteriormente, o ácido 

clorogênico apresenta potencial benefício frente à degeneração de 

neurônios dopaminérgicos na DP. 

Diante do exposto, o desenvolvimento de abordagens 

neuroprotetoras ou modificadoras da DP, paralelamente ao alívio 

sintomático permanecem relevantes. Todavia, é essencial enfatizar a 

complexidade envolvida no desenvolvimento de qualquer tipo de 
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abordagem para a DP, diante de sua natureza progressiva, do conjunto de 

sintomas motores e não motores, e dos próprios efeitos adversos do 

tratamento farmacológico. 

 

1.2 ESPÉCIES VEGETAIS E O DESENVOLVIMENTO DE 

MEDICAMENTOS 

 
As espécies vegetais são utilizadas com finalidades terapêuticas 

desde os primórdios da humanidade. Apesar da produção de fármacos 

sintéticos ter impulsionado uma revolução na indústria farmacêutica, os 

medicamentos de origem natural continuam demonstrando sua 

importância médica e econômica. Ácido salicílico, atropina, efedrina, 

morfina, digoxina, taxol, vincristina e vimblastina são alguns exemplos 

de fármacos de amplo uso na prática clínica, ratificando a importância dos 

estudos com espécies vegetais (VERPOORTE, 2000; GILANI; 

RAHMAN, 2005; CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007; SHEN, 2015; 

NEWMAN; CRAGG, 2016). 

O interesse em medicamentos derivados de plantas aumentou 

significativamente em todo o mundo. Entretanto, este interesse ocorre 

majoritariamente nos países desenvolvidos, com destaque para alguns 

países europeus, asiáticos e os EUA. Estima-se que o mercado global para 

esta classe de medicamentos alcance o montante aproximado de 27 

bilhões de dólares por ano (DUTRA et al., 2016). 

O Brasil está entre os dez maiores mercados farmacêuticos, tendo 

movimentado cerca de 28 bilhões de dólares em 2014, constituindo-se, 

portanto, em mercado atrativo para os sistemas nacional e internacional 

Além disso, um fato a ser considerado é que o Brasil possui um grande 

diferencial competitivo: sua biodiversidade, a qual compreende mais de 

55 mil espécies de plantas superiores (20-22% do total existente no 

planeta). Apesar dessa abundante biodiversidade e o grande interesse da 

população no uso da medicina tradicional, o mercado brasileiro de 

fitoterápicos é responsável por apenas cerca de 5% do mercado 

farmacêutico brasileiro. Portanto, a exploração desses recursos é uma 

estratégia para o desenvolvimento de produtos inovadores, especialmente 

se considerarmos que produtos naturais são a base da farmacoterapia 

moderna (DUTRA et al., 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016). 
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1.2.1 Potencial emprego de plantas medicinais em doenças 

neurodegenerativas 

 

A etnofarmacologia é uma ciência multidisciplinar que estuda a 

utilização de espécies vegetais para fins terapêuticos por parte de 

comunidades tradicionais, transformando em conhecimento científico o 

saber popular/tradicional. (ELISABETSKY, 2002; RODRIGUES; 

CARLINI, 2002; HEINRICH, 2014). 

O potencial terapêutico de ação sobre o SNC demonstrado por 

algumas plantas por meio do conhecimento popular tem sido estudado por 

pesquisadores no mundo todo em diferentes modelos experimentais. 

Neste contexto, Ginkgo biloba, Panax ginseng e Mucuna pruriens L. 

(DC) podem ser citadas como exemplos de espécies vegetais com 

potencial frente a doenças neurodegenerativas como a DP (KIM et al., 

2003; VAN KAMPEN et al., 2003; CHRISTEN, 2004; 

KATZENSCHLAGER et al., 2004; KIM et al., 2004; KANG et al., 2007; 

ROJAS et al., 2008; 2009; SHI et al., 2010; JESCHKE et al.,; HU et al., 

2011; BEAMER; SHEPHERD, 2012; VAN KAMPEN et al., 2014; 

PATHAK-GANDHI; VAIDYA, 2017). 

No entanto, grande parte das plantas utilizadas tradicionalmente e 

que apresentam atividade no SNC permanecem sem a identificação do 

composto ou classe de compostos responsáveis por tal efeito, sendo que 

em alguns casos, pode ser atribuída a um sinergismo entre os diferentes 

metabólitos presentes na espécie (GURIB-FAKIM, 2006; CAMPOS et 

al., 2011). 

É preciso destacar que uma grande parcela dos fármacos e 

medicamentos atualmente disponíveis para tratamento de desordens no 

SNC possuem efeitos colaterais indesejáveis, como hipotensão e sedação, 

além de potencial para dependência e abuso (FAVA; KENDLER, 2000; 

NESTLER et al., 2002; BROWN et al., 2007; NESTLER, 2013). 

Considerando também que doenças neurodegenerativas como a DP 

constituem um grande desafio social e econômico, com alto impacto sobre 

os sistemas de saúde pública em todo o mundo, o uso de espécies vegetais 

com ação no SNC, como propriedades ansiolíticas, por exemplo, já foram 

descritas como adjuvantes no tratamento dessas doenças, proporcionando 

melhora na qualidade de vida dos pacientes (CAMPOS et al., 2011).  

Dessa forma, é importante ressaltar que a procura por novas 

terapias por parte da indústria farmacêutica mundial mantem-se relevante, 

especialmente porque o mercado de fitoterápicos é um mercado atrativo 

(CRAGG et al., 2012; MCCHESNEY et al., 2012; BOOKER et al., 2016; 

DUTRA et al., 2016). 



44 
 

1.3   Ilex paraguariensis: ESPÉCIE VEGETAL DE INTERESSE 

FARMACÊUTICO 

 
Ilex paraguariensis, conhecida popularmente como erva-mate, é 

uma espécie vegetal que vem sendo utilizada há séculos por parcelas 

significativas das populações do sul do Brasil, Argentina, Paraguai, 

Uruguai e, em menor escala, do Chile, na forma de infusão (chimarrão e 

chá-mate) ou maceração (tererê). Sua utilização popular está intimamente 

ligada ao fato dela apresentar propriedades diuréticas, digestivas e 

estimulantes do SNC (PIO-CORRÊA, 1978; ANTONI, 1995; 

BLUMENTHAL; BRINCKMANN, 2000; WICHTL, 2003).  

Sob o ponto de vista de inovação e desenvolvimento, a condução 

de estudos com extratos de erva-mate é bastante promissora. No mercado 

internacional, a oferta de matéria-prima para fins de produção em escala 

industrial é um dos gargalos enfrentados no desenvolvimento de um 

medicamento fitoterápico. Com isso, a existência de cultivo já 

amplamente estabelecido no sul do Brasil é outro fator que torna a erva-

mate uma espécie vegetal promissora, com demanda garantida de 

matéria-prima para o setor industrial (VASCONCELOS, 2012). 

 

1.3.1 Aspectos botânicos, sociais e econômicos 

 
Ilex paraguariensis A. St. Hilaire (Aquifoliaceae) (Figura 5) é uma 

espécie arbórea classificada pelo naturalista francês August Saint Hilaire, 

em uma publicação de 1825, conforme documentado na obra Memórias 

do Museu de História Natural de Paris (CARVALHO, 1994). 

Amplamente distribuída pela América do Sul, esta espécie vegetal cresce 

em regiões subtropicais e temperadas da Argentina, Brasil, Paraguai e 

isoladamente em algumas regiões no Uruguai. No Brasil, I. 

paraguariensis tem ocorrência nos estados de Minas Gerais e Rio de 

Janeiro, mas sua maior área de distribuição ocorre no Paraná, Santa 

Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul (PIO-CORRÊA, 1978; 

CARVALHO, 1994; GIBERTI, 1995; TORMEN, 1995). 

A erva-mate apresenta-se como uma árvore que cresce lenta ou 

moderadamente, podendo atingir até 25 metros de altura em seu habitat 

natural. Árvores com uma média de três a cinco metros de altura são 
encontradas em cultivo agrícola (PIO-CORRÊA, 1978; CARVALHO, 

1994).  
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Figura 5 –  Folhas de Ilex paraguariensis 

 
Fonte: www.tropicos.org 

 

A cultura agrícola da erva-mate é altamente relevante no sul do 

Brasil, Paraguai e Argentina, tendo em vista que suas folhas e ramos são 

matéria-prima para bebidas e chás, especialmente nas formas tradicionais 

de chimarrão e tererê. Descoberta pelos índios e adotada posteriormente 

por colonizadores, a cultura de utilização da erva-mate representa uma 

forte expressão cultural nas regiões onde é nativa. Estima-se que mais de 

um litro dessas bebidas por dia seja ingerido por aproximadamente 30% 

da população na América do Sul (PASINATO, 2004; HECK; DE MEJIA, 

2007). 

O mercado da erva-mate, até pouco tempo, era limitado às regiões 

produtoras, visto que o setor ervateiro comercializava a matéria-prima 

vegetal quase que exclusivamente na sua forma tradicional de chimarrão 

(VALDUGA, 2002; VASCONCELOS, 2012; OLIVEIRA; WAQUIL, 

2015). Mais recentemente, a indústria ervateira passou a concentrar 

esforços na ampliação do mercado da erva-mate lançando novos 

produtos, como os compostos de erva-mate e o chá aromatizado. 

Adicionalmente, as indústrias química e farmacêutica passaram a 

demandar maiores quantidades desta matéria-prima, visando à obtenção 

de produtos de higiene e beleza, os quais utilizam a essência de erva-mate 

em formas farmacêuticas e cosméticas, tais como cremes e sabonete 

líquido (DE MEJIA, 2007; CARDOZO-JUNIOR; MORAND, 2016). 

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE, 2015), o valor da produção de I. paraguariensis no 

extrativismo vegetal brasileiro atingiu em 2015 um montante de 
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aproximadamente 400 milhões de reais. Considerando também que 

99,9% da produção está concentrada na região sul do Brasil, este valor 

denota a importância econômica da cultura da erva-mate nesta região, 

especialmente se considerarmos que é esta espécie é cultivada por 

pequenos agricultores. 

Outro fato a ser destacado é que a cadeia produtiva de plantas 

medicinais é altamente agregadora de valor. Esta cadeia produtiva 

apresenta um preço médio de USD 41,10 por kg no comércio exterior, 

enquanto que um bom referencial, que é a soja e derivados, tem valor de 

USD 0,23 por kg. Um método comparativo de potencial do setor, 

empregado em economia, é o coeficiente de agregação de valor na cadeia, 

que medido para estes dois itens, plantas medicinais e soja, é 

respectivamente, de 16,24 e 2,22 (ZUANAZI; MAYORGA, 2010). 

Considerando que a cadeia produtiva do mate é realizada basicamente por 

pequenos agricultores, a possibilidade de aumentar o valor agregado ao 

produto, além da importância econômica, pode gerar uma melhora na 

qualidade de vida desses produtores. 

 

1.3.2 Aspectos químicos e farmacológicos 

 
A composição química de I. paraguariensis é bastante complexa, 

sendo que diversos grupos de metabólitos secundários já foram descritos 

para a espécie (Quadro 1), como as metilxantinas, cafeína e teobromina 

(FILIP et al., 1998; REGINATTO et al., 1999) e os ácidos fenólicos, os 

quais encontram-se em grande concentração nesta espécie vegetal (FILIP 

et al., 2001; DE SOUZA et al., 2011), como o ácido clorogênico, neo-

clorogênico, os ácidos 3,4-dicafeoilquínico, 3,5-dicafeoilquínico e 4,5-

dicafeoilquínico, além do ácido tricafeoilquínico. Adicionalmente, estão 

presentes os flavonoides rutina, quercetina e glicosídeos de quercetina 

(RICCO; WAGNER; GURNI, 1991; FILIP et al., 2001; DE SOUZA et 

al., 2011) e as saponinas (SCHENKEL; MONTANHA; GOSMANN, 

1996; SUGIMOTO et al., 2009; DE SOUZA et al., 2011).  
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Quadro 1 - Principais metabólitos secundários das folhas de Ilex paraguariensis 

CLASSE COMPOSTO ESTRUTURA QUÍMICA 

Metilxantinas 

Cafeína 

 

Teobromina 

 

Ácidos 

fenólicos 

Ácido 

clorogênico 

 

Ácido 3,4-

dicafeoilquínico 

 

Ácido 3,5-

dicafeoilquínico 

 

Ácido 4,5-

dicafeoilquínico 
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Flavonoides 

Rutina 

 

Quercetina 

 

Saponinas Matesaponina 1  

 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Além das propriedades estimulantes do SNC ligadas ao uso 
popular, cabe destacar que outras atividades farmacológicas já foram 

investigadas para I. paraguariensis, tais como as atividades antioxidante 

(GUGLIUCCI; STAHL, 1995; SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al., 

2000; 2007; VALERGA; RETA; LANARI, 2012; BOAVENTURA et al., 

2015; OH et al., 2016); antiparkinsoniana (MILIOLI et al., 2007), anti-
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inflamatória (PIMENTEL et al., 2013; SCHINELLA et al., 2014; LUZ et 

al., 2016; MUÑOZ-CULLA et al., 2016), antiviral (MÜLLER et al., 

2007; LÜCKEMEYER et al., 2012); antiobesidade (STEIN et al., 2005; 

PANG; CHOI; PARK, 2008; GAMBERO; RIBEIRO, 2015; KIM et al., 

2015); antidiabética (OLIVEIRA et al., 2008; GUGLIUCCI et al., 2009; 

KLEIN et al., 2011; PEREIRA et al., 2012; BOAVENTURA et al., 2013) 

e  anticarcinogênica (RAMIREZ-MARES; CHANDRA; DE MEJIA, 

2004; DE MEJIA et al., 2010; PÉREZ et al., 2014). A literatura também 

tem demonstrado que o consumo de erva-mate pode evitar a dislipidemia, 

reduzindo o colesterol sérico e os triglicerídeos, contribuindo para a 

prevenção de aterosclerose (WILHELM-FILHO; DA SILVA, 2006; 

BRACESCO et al., 2011 GOSMANN et al., 2012; MOSIMANN). 

Apesar da ampla produção, da complexidade química já 

estabelecida, assim como dos relatos de diversas propriedades 

farmacológicas, existem poucos estudos que descrevam propriedades 

neurofarmacológicas de I. paraguariensis. Um destes estudos foi 

realizado por nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2015), no qual 

foram demonstradas as atividades tipo-ansiolítica, estimulante e 

nootrópica do extrato hidroetanólico de folhas de erva-mate 

administrados via oral. Os resultados obtidos no tratamento crônico com 

o extrato hidroetanólico indicaram um efeito tipo-ansiolítico, aumento da 

atividade motora e da atividade da acetilcolinesterase. Além disso, o 

tratamento agudo com o extrato aquoso foi capaz de prevenir o déficit de 

memória induzido por escopolamina no teste tipo step-down. 

Colpo e colaboradores (2007) verificaram efeito neuroprotetor e 

redução da discinesia orofacial do extrato aquoso de I. paraguariensis em 

ratos submetidos ao modelo de indução de déficit de memória induzida 

por haloperidol. Os animais receberam tratamento crônico (sem restrição) 

com o extrato preparado por infusão de amostra comercial de erva-mate. 

O efeito tipo-antidepressivo de I. paraguariensis foi demonstrado 

em estudo realizado por Reis e colaboradores (2014), onde ratos Wistar 

que receberam extrato aquoso (dose estimada em 2,31g/Kg/dia ad 
libitum) durante quatro semanas apresentaram redução significativa do 

tempo de imobilidade no teste do nado forçado, semelhante ao grupo 

tratado com selegilina (10 mg/Kg, i.p.). Os autores descartaram um 

possível envolvimento da inibição da MAO no efeito tipo-antidepressivo 

observado, visto que a atividade da enzima não foi alterada pelo 

tratamento. Adicionalmente, os resultados obtidos no teste do campo 

aberto permitiu aos autores inferir que tal efeito não estava associado à 

atividade locomotora. 
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A presença dos compostos fenólicos é referenciada como 

responsável pela atividade antioxidante observada para a erva mate 

(FILIP et al., 2000; PERES et al., 2013; BOADO et al., 2015). Além do 

efeito antioxidante, compostos fenólicos parecem exercer atividade do 

tipo ansiolítica em camundongos (VIGNES et al., 2006; BOUAYED et 

al., 2007; BOUAYED, 2010). Kwon e colaboradores (2010) 

demonstraram efeito antioxidante e neuroprotetor do ácido clorogênico 

em camundongos com prejuízo de memória de curta duração induzida por 

escopolamina (0,5 mg/kg, i.p), avaliada no teste do labirinto em Y e no 

teste do labirinto aquático de Morris. O ácido fenólico inibiu 

significativamente a atividade da enzima acetilcolinesterase e diminuiu 

os níveis de malondialdeído no hipocampo e córtex frontal em ensaio ex 

vivo. Adicionalmente, os autores demonstraram inibição in vitro da 

atividade da acetilcolinestrease (IC50=98,17 ug/mL) e atividade de 

captação de radicais livres (IC50=3,09 ug/mL) de maneira dose-

dependente. 

Considerando que o ácido clorogênico é um dos compostos 

majoritários da erva-mate, os resultados demonstrados no parágrafo 

anterior sugerem o envolvimento deste ácido fenólico na pronunciada 

ação antioxidante relatada para esta espécie vegetal. 

No que tange à atividade antiparkinsoniana, Milioli e 

colaboradores (2007) constataram que o extrato hidroalcoólico (50%) de 

erva-mate apresentou atividade antiparkinsoniana em dois modelos 

animais de DP. No modelo comportamental de tratamento com a 

neurotoxina MPTP (40 mg/kg s.c.), o extrato administrado via i.p. em 

camundongos foi capaz de prevenir a hipolocomoção induzida pela 

neurotoxina nas doses de 250 e 500 mg/kg. No modelo de catalepsia 

induzida por reserpina, o extrato administrado via i.p. foi capaz de 

reverter os efeitos de enrijecimento dos membros também nas duas doses 

testadas (250 e 500 mg/kg). Os autores sugeriram que o efeito observado 

estaria relacionado a alta concentração de fenólicos totais presentes no 

extrato. Diante dos resultados observados, os pesquisadores sugeriram 

que o extrato hidroalcoólico de I. paraguariensis poderia proteger a 

degeneração neuronal que ocorre na DP, através de sua capacidade 

antioxidante, atribuída ao teor de compostos fenólicos totais, o que inclui 

os flavonoides rutina e quercetina. 

No ano seguinte, Prediger e colaboradores (2008) demonstraram 

melhora cognitiva em roedores após a administração oral e intraperitoneal 

de extrato hidroalcoólico (50%) de erva-mate nas doses de 62,5, 125 e 

250mg/Kg, verificando diferente modulação na aprendizagem e memória 

de curto e longo prazo. Os resultados indicaram melhora da memória de 
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curto prazo em doses intermediárias e prejuízo da memória de longo prazo 

ou nenhum efeito em doses mais elevadas. Os autores sugeriram ainda 

que essa diferença poderia estar associada à ação do extrato em diferentes 

estruturas cerebrais e/ou à interação com diferentes sistemas 

neurotransmissores. Por outro lado, os autores sugeriram a necessidade 

de pesquisas adicionais para determinar exatamente os mecanismos 

moleculares e sítios anatômicos envolvidos na mediação dos efeitos do 

extrato hidroalcoólico de I. paraguariensis nos processos de 

aprendizagem e memória. Apesar disso, os autores especularam que a 

cafeína, através do bloqueio não específico de receptores de adenosina, 

possa ter sido responsável pelos resultados observados, uma vez que a 

administração de cafeína isoladamente (1 ou 10mg/Kg) e em associação 

com o extrato (1mg/Kg de cafeína e 62,5mg/Kg de extrato) apresentou 

resultados semelhantes sobre memória social dos animais. 

Considerando ainda o papel do estresse oxidativo na fisiopatologia 

de doenças neurodegenerativas como a DP, assim como a alta 

concentração de compostos fenólicos em I. paraguariensis, é importante 

lembrar da potencial atividade antioxidante demonstrada pela erva-mate 

em diversas investigações tanto in vitro quanto in vivo (GUGLIUCCI; 

STAHL, 1995; SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al., 2000; 2007; 

VALERGA; RETA; LANARI, 2012). Os efeitos antioxidantes 

verificados nestes estudos também demonstraram correlação com a 

presença de compostos fenólicos, que constituem algumas das principais 

classes de compostos fenólicos presentes em espécies vegetais, e são 

amplamente conhecidos por seus efeitos benéficos relacionados ao 

estresse oxidativo (MUSHTAQ; WANI, 2013). 

Kang e colaboradores (2013) verificaram que o flavonoide 

quercetina inibe fortemente a metilação de levodopa mediada pela enzima 

catecol-O-metiltransferase (COMT) in vitro. Considerando que entre as 

novas estratégias terapêuticas propostas para alcançar a neuroproteção na 

DP, estão incluídas substâncias captadoras de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio, e moléculas anti-inflamatórias, como os compostos 

fenólicos, espécies ricas nesses compostos constituem ferramentas 

promissoras para o tratamento da DP (AQUILANO et al., 2008). 

 

1.4 DESENVOLVIMENTO TECNOLÓGICO DE 

MEDICAMENTOS FITOTERÁPICOS 

 

A caracterização e padronização de um medicamento fitoterápico 

agrega valor tecnológico ao desenvolvimento de formas farmacêuticas à 

base de plantas medicinais, garantindo a qualidade e a eficácia do 
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medicamento, além de diferenciá-las daquelas formas farmacêuticas 

contendo somente o material vegetal moído. A padronização do extrato 

por processos tecnológicos adequados é um passo crucial na manutenção 

dos seus ativos na produção em larga escala, garantindo 

consequentemente, a constância da ação farmacológica desejada (CHAN, 

2003; BOOKER et al., 2016). 

O processo extrativo é, literalmente, o processo de retirada das 

substâncias e frações ativas contidas na matéria-prima vegetal (MPV), 

obtendo-se a solução extrativa ou extrato. Padronizar e controlar a etapa 

de extração é essencial para garantir efetividade e reprodutibilidade, uma 

vez que esta delimita a constituição química do produto preparado. Entre 

os diversos métodos extrativos existentes e que podem ser empregados 

em escala industrial, estão a maceração e a percolação, os quais são os 

mais utilizados em decorrência da sua simplicidade e baixo custo de 

execução (BASSANI; PETROVICK, 2016). Por outro lado, é possível 

observar a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de 

extração, mais rápidos e eficientes, mediante a crescente demanda por 

produtos fitofarmacêuticos. 

Nesse contexto, o processo de extração por força de cisalhamento, 

também conhecido por turboextração deve ser considerado. Este método 

utiliza força mecânica para facilitar a extração através de dois 

mecanismos: redução do tamanho de partícula da matéria-prima e quebra 

das células vegetais. A redução do tamanho de partícula facilita o acesso 

do solvente à matéria-prima vegetal pelo aumento da área de superfície 

disponível para extração sólido-líquido. Já a quebra das células vegetais 

facilita o processo de difusão dos componentes químicos do interior das 

células para o meio extrativo. Isso permite a preparação de extratos 

altamente concentrados em um curto período de tempo, quando 

comparado a métodos tradicionais como a maceração. A turboextração 

pode ser realizada em equipamentos denominados ultra 

homogeneizadores. Este é constituído por um sistema rotor-estator, onde 

o rotor está localizado na parte interna da haste de extração, o qual 

promove a sucção mecânica da suspensão planta-solvente por pequenas 

aberturas do estator fixo (DE SOUZA et al., 2010). 

Outra ferramenta tecnológica amplamente utilizada no contexto do 

delineamento de fitoterápicos é a transformação das soluções extrativas 

em produtos secos. A produção de extratos secos representa um atrativo 

para a indústria farmacêutica, uma vez que conferem ao material maior 

estabilidade físico-química e microbiológica, e maior facilidade de 

manuseio e estocagem. Através da modificação de algumas 

características do processo de secagem, e também do uso de adjuvantes, 
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é possível alterar e controlar algumas propriedades do pó obtido, como: 

aparência, tamanho médio das partículas, distribuição do tamanho, 

densidade aparente, densidade da partícula, porosidade, fluidez, 

estabilidade, solubilidade, retenção de atividade, aroma e sabor. Os 

extratos secos podem ser obtidos por diversas técnicas de secagem, dentre 

as quais se destaca a liofilização, o qual realiza a remoção da água por 

sublimação, através do congelamento do extrato fluido e o emprego de 

vácuo (BASSANI; PETROVICK, 2016). 

A determinação de marcadores químicos apresenta importância 

significativa para o controle de qualidade dos produtos e processos na 

cadeia de produção de um medicamento fitoterápico. A RDC nº 26, de 13 

de maio de 2014, define marcador como uma substância ou classe de 

substâncias utilizada como referência no controle da qualidade da 

matéria-prima vegetal e do fitoterápico, preferencialmente tendo 

correlação com o efeito terapêutico. O marcador pode ser do tipo ativo, 

quando relacionado com a atividade terapêutica do fitocomplexo, ou 

analítico, quando não demonstrada, até o momento, sua relação com a 

atividade terapêutica. 

Entre as diferentes metodologias analíticas existentes para a 

avaliação dos marcadores químicos, destacam-se as técnicas 

cromatográficas, as quais são altamente sensíveis, como a cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas, empregadas tanto para fins 

de identificação dos componentes da matriz, quanto para o doseamento. 

Outro requisito é que o método escolhido deve ser validado para 

demonstrar que é apropriado para a finalidade pretendida. Para o registro 

de fitoterápicos, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

por meio da resolução RDC nº 26 de 13 de maio de 2014, exige dos 

fabricantes os métodos para o controle de qualidade. De acordo com a 

Resolução RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, a validação deve 

demonstrar, de forma documentada e mediante critérios objetivos, que o 

método analítico produz resultados confiáveis e é adequado à finalidade 

que se destina. Para tanto, o método deve ter definido os seguintes 

parâmetros: linearidade, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), limites de quantificação e de detecção, exatidão e 

especificidade. Além da legislação brasileira, outros documentos oficiais, 

como os descritos pelo ICH (International Conference on Harmonisation) 

Q2 (R1) (2005) descrevem os parâmetros que devem ser avaliados para 

validação de um método analítico. 
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CAPÍTULO 2 – CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E AVALIAÇÃO 

DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EXTRATO DE 

Ilex paraguariensis A. ST. HILAIRE. 

 
2.1 INTRODUÇÃO 

 

Devido à grande diversidade química de sua composição, as 

plantas medicinais permanecem sendo amplamente estudadas como 

importante fonte de produtos para a saúde humana. O avanço terapêutico 

dos fitoterápicos é grande, principalmente pelo fato de associarem o 

conhecimento popular ao desenvolvimento tecnológico. Seguindo este 

pensamento, o futuro dos fármacos, oriundos de espécies vegetais, requer 

a caracterização química e desenvolvimento de métodos qualitativos e 

quantitativos que possam contribuir para uma eficiente descoberta, 

desenvolvimento e comercialização de fitoterápicos (CHAN, 2003; 

CRAGG et al., 2012; BOOKER et al., 2016). 

Para a caracterização de um material vegetal, técnicas 

cromatográficas são as mais utilizadas, com a execução de múltiplas 

determinações, para que possa garantir com exatidão a estabilidade da 

composição química dos extratos, garantindo também a constância da 

atividade do extrato. Para isso, a validação do processo analítico deve 

garantir, através de evidências experimentais, que o método atenda às 

exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos 

resultados gerados (RENGER, 2000; KLEIN et al., 2009). 
Nesse contexto, a erva-mate (Ilex paraguariensis) pode ser 

considerada para inúmeras possibilidades. Um dos focos principais dos 

estudos sobre erva-mate envolve o conhecimento de compostos presentes 

em extratos produzidos a partir da suas folhas, e a avaliação de suas 

propriedades antioxidantes. A ampla gama de efeitos benéficos 

reportados, principalmente o antioxidante, tornam os extratos de I. 

paraguariensis uma potencial alternativa terapêutica futura no tratamento 

de desordens que contemplam o estresse oxidativo na sua patogênese 

SCHINELLA et al., 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012). 

A relação entre o estresse oxidativo e doenças neurodegenerativas 

tem sido bastante abordado pela comunidade científica (BLESA et al., 

2015; COBB; COLE, 2015; KENNEDY et al., 2012; MANOHARAM et 
al., 2016; ZHAO et al., 2017). O consumo de O2 apresentado pelo cérebro 

é cerca de 10 vezes maior que outros tecidos, bem como a presença de 

defesas antioxidantes insuficientes, são apontadas como possíveis causas 

deste órgão ser um dos principais alvos do estresse oxidativo 
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(HALLIWELL, 2006; SULTANA et al., 2013). Assim, o SNC necessita 

de alternativas de defesa antioxidante principalmente de origem exógena. 

A elevada quantidade de mitocôndrias, com alta capacidade oxidativa, 

responsáveis pelo aumento da produção de EROs, apresenta-se como 

outra razão que comprova a necessidade de uma maior proteção 

antioxidante para o cérebro (KUDIN et al., 2005; HERRERA et al., 

2017). No processo de ativação da fosforilação oxidativa mitocondrial 

ocorre uma liberação aumentada do radical ânion superóxido (O2-) o qual 

sofre a ação da enzima superóxido dismutase (SOD) produzindo H2O2, 

alterando, consequentemente, o balaço redox das células neuronais 

(MALINSKA et al., 2010). 

As enzimas MAO-A e MAO-B desempenham um papel muito 

importante no catabolismo oxidativo dos neurotransmissores incluindo a 

serotonina, dopamina e epinefrina (EDMONDSON et al., 2009). A 

dopamina e seus precursor (L-DOPA), bem como a serotonina e 

norepenefrina, sofrem auto-oxidação, aumentando O2-, H2O2, quinonas e 

semiquinonas que induzem a diminuição dos níveis de glutationa 

reduzida (GSH) (WANG; MICHAELIS, 2010). 

Adicionalmente ao aumento do H2O2 decorrente da disfunção 

mitocondrial e do metabolismo de neurotransmissores, o tecido neuronal 

apresenta elevadas quantidades de ferro, fato que torna favorável a 

Reação de Fenton, onde o H2O2 é convertido em radical hidroxil (HO.), 

uma das EROs mais deletérias aos sistemas biológicos (HALLIWELL, 

2006; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). Vale ressaltar que ferro é 

um cofator essencial para muitas proteínas envolvidas na função normal 

do neurônio. Entretanto, alterações no metabolismo desse metal de 

transição, contribuem para o aumento do dano oxidativo, agregação de 

proteínas, principalmente α-sinucleína, bem como a formação de 

produtos finais de glicação avançada nas células neuronais (ZHANG et 

al., 2016). Esses metais de transição também aceleram a lipoperoxidação 

(LPO) (HALLIWELL, 2006). Dessa forma, o aumento da formação de 

radicais livres e ERs associado à excitotoxidade e inflamação contribuem 

para a progressão das doenças neurodegenerativas (ZHANG et al., 2016). 

As reações citadas anteriormente, aliadas aos altos níveis de ácido 

graxos poli-insaturados nas membranas neuronais contribuem para 

iniciação e propagação do processo de LPO. Tal processo facilita a 

formação de radicais livres que atacam diretamente as membranas 

neuronais e induzem a oxidação de produtos dos ácidos graxos poli-

insaturados, especialmente o ácido araquidônico e o ácido 

docosaexaenóico (HALLIWELL, 2006; SULTANA et al., 2013). A 

peroxidação desses compostos produz uma série de compostos, como o 
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malondialdeído e o 4- hidroxinonenal os quais afetam diretamente a 

homeostase neuronal contribuindo assim para a disfunção cerebral 

(PERLUIGI et al., 2012). 

É amplamente aceito pela literatura científica que a eficácia 

terapêutica de uma espécie vegetal geralmente está relacionada não 

somente a um simples composto ou grupo de compostos, mas por vários 

grupos de constituintes, e até mesmo o sinergismo entre eles. Neste caso 

a análise química deve ser confirmada não somente por um simples 

composto, mas caracterizada de forma mais completa possível 

(CAPASSO et al., 2000; GERTSCH, 2011). 

Conforme previamente descrito na revisão da literatura, 

apresentada no Capítulo 1 da presente tese, os compostos fenólicos e as 

metilxantinas são os metabólitos de maior importância identificados na 

espécie vegetal I. paraguariensis, sendo apontados como responsáveis 

pelas atividades farmacológicas de interesse para esse trabalho. Dessa 

forma, a caracterização química do extrato desenvolvido, bem como a 

quantificação dos compostos majoritários, torna-se relevante para o 

controle de qualidade e para a melhor compreensão acerca da atividade 

farmacológica detectada. 

Vale ressaltar também o envolvimento do estresse oxidativo na 

evolução da DP (Figura 6), o qual é decorrente do aumento da produção 

de EROs causado por múltiplos fatores, tais como: metabolismo 

dopaminérgico; deficiência na liberação e/ou estoque de dopamina; 

toxinas ambientais e neurotoxinas; disfunção mitocondrial; dano proteico 

e neuroinflamação. Diante disso, espécies vegetais com pronunciada ação 

antioxidante apresentam potencial para serem estudadas em modelos 

experimentais da DP, na busca de agentes capazes de cessar ou atenuar o 

progresso da neurodegeneração (RAMASSAMY, 2006; 

HENCHCLIFFE; BEAL, 2008; ZHOU et al., 2008; KOPULLA et al., 

2012; JIN et al., 2014; BLESA et al., 2015; DEY et al., 2015). 
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Figura 6 - Esquema representativo do envolvimento do estresse oxidativo 

no processo de neurodegeneração dopaminérgica. 

Fonte: Adaptado de Blesa e colaboradores (2015). 

 

Diante disso, este capítulo aborda a caracterização fitoquímica do 

extrato hidroetanólico das folhas de I. paraguariensis, bem como o 

desenvolvimento e validação da metodologia analítica empregada na 

quantificação dos marcadores químicos escolhidos. 

Adicionalmente, o presente capítulo descreve a investigação do 

perfil antioxidante in vitro do EHE extrato de I. paraguariensis. Esta parte 

do trabalho foi realizada em um estágio doutoral no Centro de Estudos 

em Estresse Oxidativo do Departamento de Bioquímica da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob supervisão do Professor Dr. 

Daniel Pens Gelain. 

 
2.2 OBJETIVOS 

 
2.2.1 Objetivo geral 

 
Caracterizar quimicamente o extrato hidroetanólico (EHE) de 

folhas de Ilex paraguariensis e investigar seu potencial in vitro sobre 

parâmetros de estresse oxidativo. 

 

2.2.2 Objetivos específicos 

 
 Caracterizar quimicamente o EHE das folhas de I. 

paraguariensis em relação aos perfis qualitativo e quantitativo 
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por cromatografia líquida de ultra eficiência, com detecção por 

ultravioleta e espectrometria de massas; 

 Desenvolver e validar metodologia de CLUE/PDA e 

CLUE/EM para identificar e quantificar os compostos 

majoritários no EHE das folhas de I. paraguariensis. 

 Avaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato de I. 

paraguariensis através dos ensaios do potencial antioxidante 

reativo total (TRAP) e reatividade antioxidante total (TAR), e 

atividade de captação do radical hidroxila; 

 

2.3 METODOLOGIA 

 

2.3.1 Preparação e caracterização química do extrato de Ilex 

paraguariensis 

 
2.3.1.1 Coleta da matéria-prima vegetal (MPV) 

 
Partes aéreas de Ilex paraguariensis St. Hil. foram coletadas no 

município de Erechim, Rio Grande do Sul, em outubro de 2012. A 

identificação botânica foi realizada pela Professora Branca Maria Aimi 

Severo e material testemunho está depositado no Herbário da 

Universidade de Passo Fundo (RSPF 11074). As folhas foram 

imediatamente congeladas, liofilizadas e moídas em moinho de facas. 

Posteriormente, a MPV foi fracionada de acordo com a faixa 

granulométrica usando tamises com abertura de malha de 1,0 mm. A 

MPV resultante desta fração granulométrica foi armazenada a -20 ºC até 

o momento da preparação do extrato. 

 
2.3.1.2 Preparação do extrato 

 
A matéria prima vegetal (MPV) foi extraída por turbolização 

durante 5 minutos, utilizando como líquido extrator (LE) etanol 20° GL 

com uma relação MPV:LE de 1:5 (m/v). Após a filtração, o etanol foi 

eliminado sob pressão reduzida em evaporador rotatório, sendo 

posteriormente dividido em duas partes. Uma parte foi congelada e 
submetida à liofilização para secagem completa, originando o extrato 

hidroetanólico (EHE), ou extrato bruto (EB) A outra parte foi particionada 

com n-butanol, originando as frações butanólica (FrBuOH) e residual 

aquosa (FrRAq). Vale ressaltar que, somente o EHE foi o extrato utilizado 

em todos os ensaios realizados e descritos na presente tese. As frações 
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FrRAq e FrBuOH, oriundas do fracionamento descrito anteriormente, 

bem como o EB foram utilizadas no estudo que avaliou a atividade anti-

inflamatória em um modelo animal de pleurisia, realizado em coautoria 

com a Farmacêutica Ana Beatriz Gobbo Luz (LUZ et al., 2016). Este 

trabalho foi publicado (Anexo A) e fez parte da dissertação de mestrado 

também desenvolvida e já apresentada no Programa de Pós-graduação em 

Farmácia da UFSC.   

      

2.3.1.3 Secagem do extrato 

 

O etanol presente no extrato líquido foi eliminado sob pressão 

reduzida em evaporador rotatório. Essa solução foi congelada a -20 ºC 

por 24 horas e liofilizada durante 48 horas (LD1500, Terroni) a -40 °C, 

sob pressão constante, após estabilização do sistema. Posteriormente, o 

extrato seco EHE foi armazenado em dessecador. 

 

2.3.1.4 Caracterização química do extrato por cromatografia líquida 

de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas e 

detector de arranjo de diodos 

 
O perfil químico do extrato do EHE foi determinado por 

cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), em sistema Acquity™ 

(Waters, MA, USA), acoplada à espectrometria de massas (EM) de alta 

resolução (Xevo G2 QTof model), equipado com fonte de ionização eletro 

spray. Os dados foram adquiridos pelo software MassLynx v.4.1. Os 

parâmetros do espectrômetro de massas foram ajustados da seguinte 

maneira: ionização em modo negativo; voltagem do capilar, 2,0 kV; 

temperatura da fonte, 90 ºC; temperatura de dessolvatação, 350 ºC, fluxo 

do gás de nebulização, 30 L/h; fluxo do gás de dessolvatação, 600 L/h e 

voltagem do cone de 40 V. Os espectros foram adquiridos na faixa entre 

100 a 1000 m/z com tempo de intervalo de aquisição de 0,5 s.  

Adicionalmente à CLUE/EM, a identificação dos compostos 

majoritários foi realizada através de CLUE com detector de arranjo de 

diodos (DAD) em sistema Acquity™ (Waters, MA, USA), bomba 

quaternária, desgaseificador e injetor automático. O método empregou 

uma coluna Waters BEH C18 (1,7 µm, 50 x 2,1 mm) mantida a 40ºC, com 

um gradiente de fase móvel de ácido fórmico/água, pH 2,5 (A) e 

acetonitrila (B), programado da seguinte maneira: de 0 a 5 min, gradiente 

linear de A-B (97:3 v/v) para A-B (90:10 v/v); de 5 a 6 min, isocrático A-

B (90:10) v/v); de 6-9 min, gradiente linear para A-B (80:20 v/v) e de 9-



61 
 

10 min, gradiente linear para A-B (10:90 v/v). O fluxo foi mantido 

constante em 0,3 mL/min e o volume de injeção foi de 5 µL. 

Os picos foram caracterizados pela comparação do tempo de 

retenção, espectro de UV e por co-injeção da amostra com substâncias 

químicas de referência. Como amostras autênticas foram utilizadas as 

metilxantinas cafeína e teobromina, os ácidos fenólicos, ácido 

clorogênico, ácido 4-O-cafeoilquínico, e o flavonoide rutina. Todas as 

substâncias químicas de referência foram adquiridas da Sigma-Aldrich® 

Co. (St. Louis, EUA). Através de CLUE/DAD foram quantificados os 

compostos cafeína, ácido clorogênico e rutina. A cafeína foi quantificada 

a 280 nm, enquanto os compostos fenólicos ácido clorogênico e rutina 

foram quantificados a 320 nm. Todas as análises foram realizadas em 

triplicata e a área do pico foi mensurada. Os extratos foram analisados na 

concentração de 500 µg/mL, e os resultados foram expressos em 

miligramas do composto por grama de extrato (mg composto/g extrato). 

 
2.3.1.5 Validação da metodologia de quantificação por CLUE-PDA 

 

Os procedimentos analíticos foram validados de acordo com 

diretrizes internacionais preconizadas (ICH-GUIDELINE, 2005). Os 

parâmetros avaliados foram especificidade, faixa de linearidade, exatidão, 

precisão (repetibilidade e precisão intermediária), limite de quantificação 

(LQ) e limite de detecção (LD). 

A especificidade foi avaliada utilizando-se a co-injeção com as 

substâncias de referência disponíveis, e através da ferramenta pureza do 

pico determinada pelo espectro fornecido pelo detector por arranjos de 

diodos. 

A faixa de linearidade compreende o intervalo no qual é possível 

obter resultados dequados para o componente da amostra e proporcionais 

à concentração do analito, levando em consideração a precisão e a 

exatidão do método. Foram construídas curvas de calibração das 

sunstâncias químicas de referência, em triplicata, utilizando oito 

diferentes concentrações, nas faixas: 0,05 – 50 µg/mL para a cafeína; 0,05 

– 100 µg/mL para o ácido clorogênico; e 0,25 - 50 µg/mL para a rutina. 

As equações de regressão foram “y = 39,320x + 2074,9” para a cafeína, 

“y = 46,696x − 1896” para o ácido clorgênico, e “y = 15,618x + 178,92” 

para a rutina. Dessa forma, a linearidade foi avaliada pelo cálculo de 

regressão linear baseado no coeficiente de coeficiente linear (r2). 

Em relação à precisão, foram determinadas a repetibilidade e a 

precisão intermediária. A repetibilidade foi obtida através da injeção em 

triplicata, no mesmo dia, de três concentrações dos padrões, sendo uma 
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concentração do extremo inferior, uma do extremo superior e uma 

intermediária da curva analítica. A precisão intermediária foi avaliada em 

triplicata, em três dias diferentes através da injeção de uma concentração 

intermediária da faixa da curva de calibração. Os dois níveis avaliados 

demonstram seus resultados através do desvio padrão relativo (DPR) em 

porcentagem. 

A exatidão foi avaliada através de ensaio de recuperação, que 

consiste na adição da substância de referência ao extrato. Para isso, 

amostras foram contaminadas com os padrões em concentrações 

intermediária considerando a faixa de trabalho da curva analítica de cada 

substância de referência. Os padrões, as amostras sem a adição dos 

padrões e as amostras contaminadas foram analisadas em triplicata. O 

cálculo da porcentagem (%) de recuperação foi realizado através da 

aplicação da equação 1, onde AAm + Pad corresponde à área do pico da 

amostra contaminada com o padrão; AAm é a área do pico da amostra não 

contaminada e APad corresponde à área do pico do padrão. 
 

 

O parâmetro de sensibilidade compreende a determinação do 

limite de quantificação e detecção. O limite de quantificação (LQ) 

representa a menor concentração do analito que pode ser medida com uma 

precisão especificada. Usualmente, é avaliado pelo desvio padrão relativo 

(DPR). O limite de detecção é a menor concentração do analito que 

produz resposta considerada detectável. Normalmente é avaliada através 

da relação sinal:ruído, em uma proporção 3:1 (CASS; DEGANI, 2001; 

ICH, 2005). 

 
2.3.2 Determinação do perfil antioxidante in vitro 

 
2.3.2.1 Avaliação do potencial antioxidante reativo total (TRAP) e 

da reatividade antioxidante total (TAR) 

 
O potencial antioxidante reativo total (TRAP) foi determinado de 

acordo com Dresch et al. (2009) e Lissi et al. (1995), por meio da reação 

entre uma fonte geradora de radical peroxil, o AAPH e luminol, 

produzindo quimiolumiscência. Uma solução de reação contendo AAPH 

(10 mM) e luminol (4 mM) em tampão glicina (100 mM, pH 8,6) foi 

incubada a 21 °C por duas horas. Posteriormente, o extrato de I. 
paraguariensis (5 μg/mL), Trolox (1 μM) ou veículo (água destilada) 

AAm + Pad – AAm 

APad 

___________ % Recuperação =  x 100 Equação 1 
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foram adicionados ao sistema. O perfil do TRAP foi obtido pela medida 

da quimioluminescência em um cintilador líquido. Para calcular a área 

sob a curva, os resultados foram transformados em porcentagem. Uma 

menor área significa um maior potencial antioxidante total. O TAR, 

índice determinado pela medida do decaimento inicial da 

quimioluminescência, foi calculado pela razão entre I0 e I, onde I0 é a 

emissão inicial de quimioluminescência e I a medida da instantânea 

quimioluminescência após a adição das amostras ou Trolox. 

 

2.3.2.2 Avaliação da capacidade de captação do radical hidroxila 

(OH-) 

 
O efeito do extrato de I. paraguariensis na captura do radical 

hidroxila (OH-) proveniente da degradação da 2-desoxirribose foi 

avaliada de acordo com Lopes e colaboradores (1999). O extrato foi 

adicionado ao sistema reacional, constituído por 2-desoxirribose (2-DR), 

sulfato ferroso (60 mM), H2O2 (1 mM) e tampão fosfato (20 mM, pH 7,2), 

sendo incubado à temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, 

foram adicionados ácido fosfórico (4%) e ácido- 2-tiobarbiturico (TBA 

1%) em solução hidróxido de sódio (50 mM). A reação foi aquecida a 95 

°C em banho maria por 15 minutos. Após resfriamento, foi realizada 

leitura em comprimento de onda de 532 nm. As análises foram efetuadas 

em triplicata, e os resultados expressos em percentual de degradação da 

2-desoxirribose (% 2-DR) comparados ao controle. 

 

2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A obtenção e caracterização química do extrato de I. 

paraguariensis, bem como a validação da metodologia analítica para 

quantificação dos marcadores químicos encontram-se publicadas nos 

periódicos International Immunopharmacology (Volume 36, 2016, 

Páginas 165-172) (Anexo A) e Data in Brief (Volume 8, 2016, Páginas 

295-29) (Anexo B). 

 
2.4.1 Preparação e caracterização química do extrato de Ilex 

paraguariensis 

 
A caracterização do extrato torna-se um passo crucial no 

direcionamento e manutenção das suas propriedades farmacológicas, 



64 
 

considerando a complexidade química da erva-mate e a influência da 

variabilidade quali e quantitativa (CHAN, 2003). 

Na cadeia produtiva de fitoterápicos, uma das mais importantes 

etapas é o processo de transformação da matéria-prima vegetal (MPV) em 

insumo farmacêutico ativo, o extrato. O processo extrativo tem por 

finalidade a retirada, da forma mais seletiva e completa possível, dos 

compostos biologicamente ativos contidos na MPV. Diante disso, a 

escolha de um líquido extrator eficiente, seletivo e adequado 

tecnologicamente é essencial, sendo facilmente eliminado, além de 

apresentar baixa toxicidade para o ser humano. 

Neste trabalho, empregou-se o processo de extração por força de 

cisalhamento, a turboextração. Este método utiliza força mecânica para 

facilitar a extração através de dois mecanismos: redução do tamanho de 

partícula da MPV e quebra das células vegetais. Isso permite a preparação 

de extratos altamente concentrados em um curto período de tempo, 

quando comparado a métodos tradicionais como a maceração (DE 

SOUZA et al., 2010). Arend e colaboradores (2011) utilizaram a 

maceração como método extrativo de folhas Cecropia glaziovii visando 

extrair altos teores de ACG. Entretanto, mantendo constantes todos os 

outros parâmetros de extração, os autores observaram uma redução nos 

níveis do ACG com o aumento do tempo de extração de 4 para 8 dias.  De 

fato, o longo período de contato entre o solvente e o material vegetal, 

característicos desta técnica de extração, pode resultar em degradação 

química, enzimática ou microbiológica desse composto. Adicionalmente, 

Da Silveira e colaboradores (2014), utilizando a infusão como método de 

extração, avaliaram a extração do flavonoide rutina a partir de folhas de 

erva-mate. Entre outros fatores, os autores avaliaram em seu trabalho, o 

tempo de extração (3 a 15 min) e a temperatura (58 a 90 ºC), evidenciando 

que o aumento de ambos os fatores resulta em menor teor de rutina nas 

soluções extrativas. 

Outro parâmetro de qualidade considerado importante na obtenção 

de extratos vegetais é a granulometria. A extração dos metabólitos 

presentes em diferentes MPVs tem relação direta com a área superficial 

e, consequentemente, com o contato com o líquido extrator. O elevado 

cisalhamento, característico da turbo-extração, reduz e padroniza o 

tamanho das partículas durante o processo extrativo, diminuindo a 

influência deste parâmetro sobre a qualidade da extração. Neste estudo, a 

amplitude de tamanho de partícula da MPV foi minimizada, diante do 

fracionamento de acordo com a faixa granulométrica, sendo descartada a 

fração de partículas da MPV com diâmetro superior a 1,0 mm. 
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Uma das principais formas de secagem de extratos é a liofilização, 

cujo mecanismo envolvido é a sublimação da água do extrato líquido 

congelado através da utilização de vácuo. Considerando sua utilização 

como forma farmacêutica intermediária, os extratos secos apresentam 

inúmeras vantagens quando comparados aos extratos líquidos, como 

aumento da estabilidade, aumento na homogeneidade de distribuição dos 

constituintes da preparação e maior precisão na pesagem. 

A caracterização do extrato seco foi realizada através da 

identificação da composição química e quantificação das substâncias 

majoritárias, etapa importante para o controle de qualidade de extratos 

vegetais (LI et al., 2008). 

A Figura 7 mostra o cromatograma do EHE das folhas de I. 

paraguariensis, com detecção em 280 nm, enquanto os parâmetros de 

identificação de cada composto estão sintetizados na Tabela 1. 

 
Figura 7: Cromatograma do EHE das folhas de I. paraguariensis por 

CLUE/DAD com detecção em 280nm. 1, teobromina; 2, ácido 3-O-

cafeoilquínico; 3, ácido 5-O-cafeoilquinico; 4, cafeína; 5, ácido 4-O-

cafeoilquínico; 6, rutina; 7, ácido 3,4-dicafeoilquinico; 8, ácido 3,5-

dicafeoilquínico, e 9, ácido 4,5-dicafeoilquinico. 

 
Fonte: desenvolvido pelo autor. 

 

As análises realizadas por CLUE-PDA e CLUE-EM permitiram a 

identificação de nove compostos majoritários no extrato de I. 

paraguariensis, as metilxantinas, cafeína e teobromina, os ácidos 

fenólicos, ácido 3-O-cafeoilquínico, ácido 5-O-cafeoilquínico (ácido 
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clorogênico), ácido 4-O-cafeoilquínico, ácido 3,4-dicafeoilquínico, ácido 

3,5-dicafeoilquínico e ácido 4,5-dicafeoilquínico, e o flavonoide rutina. 
 
Tabela 1: Características de identificação dos compostos fenólicos e 

metilxantinas do EHE de Ilex paraguariensis. 

Pico Identificação TR 

(min) 
λ max 

[M-H]- Erro/

mDa 

aReferência 

1 Teobromina 1.4 272 n.d.  SQR 

2 
Ácido 3-O-

cafeoilquínico 
2.05 325-296 353.0903 -3,1 

(An et al, 2013; 

Dartora et al, 2011) 

3 
Ácido 5-O-

cafeoilquínico 
4.1 325-296 353.0903 -1.3 

SQR; (Granica et al, 

2015; Dartora et al, 2011) 

4 Cafeína 4.55 273 n.d.  SQR 

5 
Ácido 4-O-

cafeoilquínico 
4.85 325-296 353.0903 0.3 

SQR; (Granica et al, 

2015; Dartora et al, 2011) 

6 Rutina 7.5 353-255 609.1376 -5,4 
SQR; (An et al, 2013; 

Dartora et al, 2011) 

7 
Ácido 3,4-

dicafeoilquínico 
7.91 325-296 515.1198 -2.0 

(Li et al, 2015; 

Dartora et al, 2011) 

8 
Ácido 3,5-

dicafeoilquínico 
8.05 325-296 515.1152 -6.9 

(Li et al, 2015; 

Dartora et al, 2011) 

9 
Ácido 4,5-

dicafeoilquínico 
8.52 325-296 515.1105 -10.2 

(Li et al, 2015; 

Dartora et al, 2011) 

n.d. – não detectado 
a Identificação baseada no espectro de massas, perfil cromatográfico e dados da 

literatura. 

SQR – Substância química de referência 

 

A determinação de um marcador químico é significativamente 

importante com vistas ao controle de qualidade, tanto de produtos 

intermediários como os extratos secos, quanto para a forma farmacêutica 

final de um medicamento fitoterápico.  A escolha do marcador químico 

está relacionada a diversos fatores e, preferencialmente, mas não 

obrigatoriamente, à atividade farmacológica pretendida ao 

fitomedicamento (LI et al., 2008). Neste trabalho, a escolha dos 



67 
 

marcadores químicos para o extrato hidroetanólico de I. paraguariensis 

levou em consideração os compostos majoritários de cada uma das classes 

apontadas como responsáveis pelas principais propriedades 

farmacológicas de interesse para esse trabalho, como as atividades 

antioxidante e sobre o SNC, sendo eles a cafeína, o ácido clorogênico e a 

rutina. Os teores dos marcadores químicos presentes no extrato estão 

apresentados na Tabela 2, e serão apresentados em forma de Anexo por 

estarem publicados em um artigo (Anexo A) realizado em coautoria e 

serem parte de dissertação de mestrado também desenvolvida e já 

apresentada no Programa de Pós-graduação em Farmácia da UFSC pela 

Farmacêutica Ana Beatriz Gobbo Luz (LUZ et al., 2016). 

 
Tabela 2 – Teor dos marcadores químicos no extrato de Ilex paraguariensis. 

 Cafeína (mg/g) Ácido clorogênico (mg/g) Rutina (mg/g) 

Extrato 29,3 ± 0,06 67,5 ± 0,3 12,4 ± 0,04 

Os teores foram determinados por CLUE-PDA e os dados são valores de média 

± D.P (N = 3) expressos como mg/g de extrato. 

 
Adicionalmente à escolha dos marcadores químicos, outro 

requisito essencial para o controle de qualidade, é a validação dos 

métodos analíticos empregados. A validação fornece uma evidência 

documentada de que o método é confiável para aquilo que se aplica 

(LANÇAS, 2008). Neste trabalho, por se tratar de métodos analíticos que 

empregam matrizes vegetais, a validação consistiu em uma série de 

procedimentos onde os parâmetros avaliados foram especificidade, 

linearidade, exatidão, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), 

limite de quantificação e limite de detecção (CASS; DEGANI, 2001; 

ICH, 2005). Os parâmetros avaliados estiveram de acordo com o 

preconizado pela literatura (Tabela 3). 

A faixa de linearidade foi calculada a partir dos coeficientes de 

correlação linear, obtidos através da equação da reta da curva analítica, a 

partir de injeções em triplicata das oito diferentes concentrações de cada 

substância de referência, nas faixas: 0,05 – 50 µg/mL para a cafeína (r2 = 

1); 0,05 – 100 µg/mL para o ácido clorogênico (r2 = 0,9999); e 0,25 - 50 

µg/mL para a rutina (r2 = 0,9999). As equações de regressão foram “y = 

39,320x + 2074,9” para a cafeína, “y = 46,696x − 1896” para o ácido 

clorgênico, e “y = 15,618x + 178,92” para a rutina. Todos os coeficientes 

de correlação linear obtidos demonstram que o método apresenta faixa 

linear satisfatória e dentro da especificação, demonstrando que os 
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resultados são proporcionais às concentrações da faixa testada, o que 

garante a eficiência da metodologia desenvolvida. 
 
Tabela 3:  Parâmetros validados no métodos analítico por cromatografia líquida 

de ultra eficiência para quantificação de cafeína, ácido clorogênico e rutina no 

extrato hidroetanólico de I. paraguariensis. 

Composto 

Precisãoa 

Exatidãob 

(Recuperação) LQc 

(µg/mL) 

LDc 

(µg/mL) Repetibilidade Precisão 

intermediária 

Média 

(µg/mL) 

D.P.R. 

(%) 

Média 

(µg/mL) 

D.P.R. 

(%) 

Média 

(%) 

D.P.R. 

(%) 

Cafeína 

0.05 3.17 

10.00 1.01 100.9 1.07 

 

0.015 10.00 0.26 0.05 

50.00 0.34  

Ácido 

clorogênico 

0.05 4.77 

50.00 1.02 99.5 1.17 

 

0.01 50.00 3.49 0.05 

100.00 0.18  

Rutina 

0.25 4.07 

10.00 1.68 97.6 1.53 

 

0.01 10.00 3.37 0.25 

50.00 0.82  
a: Limite: Desvio Padrão Relativo (D.P.R.) < 5% 
b: A porcentagem de recuperação foi determinada através da injeção em triplicata 

de amostras contaminadas com soluções de referência.  
c: LQ = limite de quantificação; LD = limite de detecção 

 
A precisão é utilizada para avaliar a dispersão dos resultados entre 

ensaios independentes, tendo como resultado o desvio padrão relativo 

(DPR) entre as análises. A precisão foi determinada em dois níveis, 

repetibilidade e precisão intermediária. A partir da análise dos resultados 

expressos na tabela 3, é possível verificar que todos encontram-se abaixo 

de 5%, limite considerado pela AOAC (2002) adequado para a 

concentração em questão. Sendo assim, é possível considerar o método 

preciso perante as exigências estabelecidas. 

A exatidão foi avaliada a partir do ensaio de recuperação, o qual 

utilizou as concentrações 10, 50 e 10 μg/mL de cafeína, ácido clorogênico 

e rutina, respectivamente para realizar as análises. Os resultados obtidos 

expressos na tabela 5 demonstram a exatidão do método. Segundo AOAC 

(2002), a faixa de recuperação recomendada para analitos de origem 

vegetal com alguma atividade biológica ou nutricional, em concentração 

na faixa de 10 μg.mL-1, encontra-se entre 80 e 115%. 

A especificidade do método foi avaliada a partir da co-injeção da 

amostra com as substâncias químicas de referência. Dessa forma, foi 
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possível observar o aumento proporcional das áreas dos picos 

correspondentes a cada padrão. Outra forma utilizada para a determinação 

do mesmo parâmetro foi a verificação do grau de pureza dos picos 

relativos aos padrões, a qual é possível devido à utilização do detector 

DAD. O detector referido fornece informações a partir da análise do 

espectro de UV-Vis dos picos, possibilitando concluir sobre sua pureza. 

Com base nas duas técnicas descritas, foi possível verificar que o método 

possui especificidade para as substâncias de interesse, ou seja, o método 

é capaz de quantificar o composto de interesse sem a interferência de 

outras substâncias (co-eluição). 

O limite de detecção é responsável por determinar a menor 

quantidade de analito detectável em uma amostra com confiabilidade, 

enquanto que o limite de quantificação se refere à menor concentração do 

analito presente na amostra que pode ser quantificada com precisão e 

exatidão aceitáveis como base em condições preestabelecidas (ICH - 

GUIDELINE, 2005). Os resultados encontrados (Tabela 3) demonstram 

que o método apresenta boa sensibilidade. 
 

2.4.2 Determinação do perfil antioxidante in vitro do extrato de 

Ilex paraguariensis 

 
O estresse oxidativo é um dos principais mecanismos propostos 

para a neurodegeneração ocorrida na DP (JENNER, 2003; ZHOU; 

HUANG; PRZEDBORSKI, 2008). Este fenômeno é resultante da 

excessiva produção de EROs, excedendo a capacidade antioxidante 

celular. O metabolismo da dopamina, por exemplo, origina inúmeras 

moléculas pró-oxidantes, causando grande exposição dos neurônios 

dopaminérgicos, principalmente da substância negra ao estresse 

oxidativo. Adicionalmente, fatores como o envelhecimento do cérebro, 

predisposição genética, disfunção mitocondrial e exposição a toxinas 

ambientais desencadeiam grande produção de espécies reativas, 

diminuindo os níveis de antioxidantes endógenos como a glutationa, 

causando dano ao DNA, a proteínas e lipídeos na SNpc (LOTHARIUS et 

al., 2005; HENCHCLIFFE; BEAL, 2008; ZHOU; HUANG; 

PRZEDBORSKI, 2008; HERRERA et al., 2017). 

O TRAP do extrato de I. paraguariensis foi avaliado através da 
quantificação da intensidade da quimiluminescência gerada pela reação 

de termólise entre radicais peroxilas e o luminol. Nesta técnica, a 

decomposição térmica do AAPH resulta na formação de radicais 

peroxilas, os quais reagem com o luminol adicionado ao meio reacional. 

Dessa forma, a luminescência produzida é diretamente proporcional à 
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concentração desses radicais. Portanto, quando compostos com 

capacidade antioxidante são adicionados ao sistema de reação em solução 

tampão, eles promovem a captura dos radicais peroxilas formados, 

levando à diminuição da quimiluminescência, sendo esta proporcional à 

capacidade antioxidante da amostra (LISSI; PASCUAL; DEL 

CASTILLO, 1992). 

Através da análise da área sob a curva dos valores de 

quimiluminescência ao longo do tempo foi possível avaliar a capacidade 

não enzimática do extrato em reduzir a produção de EROs. No TRAP, 

quando a perda da quimiluminescência se estende ao longo do tempo, o 

valor de área sob a curva (AUC) torna-se baixo maior a atividade 

antioxidante. Os resultados ilustrados na Figura 8A demonstraram que o 

extrato de I. paraguariensis reduziu significativamente o valor da AUC 

na concentração de 5 µg/mL em relação ao sistema (considerado neste 

ensaio como 100% de produção de radicais). Embora a redução 

evidenciada tenha sido menor ao apresentado para o Trolox (400 nM), 

este resultado demonstra a alta capacidade de captação de radicais livres 

do extrato em uma baixa concentração (5 µg/mL). 

 
Figura 8 - Potencial antioxidante reativo total (TRAP) e Reatividade antioxidante 

total (TAR) do extrato de Ilex paraguariensis. 

 
Valores de área sob a curva (AUC) representando o potencial antioxidante (A). 

Dados expressos como média ± E.P.M. (*P≤0,05 comparado ao sistema, #P≤0,05 

comparado ao Trolox, ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de 

Newman-Keuls). Valores de Reatividade antioxidante total (TAR = razão entre 

a emissão inicial de quimiluminescência e imediatamente após a adição do 

extrato ou controle), representando o potencial antioxidante (B). Dados expressos 

como média ± E.P.M. (*P≤0,05, teste t de student). 
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A duração e o perfil de redução na luminescência podem variar 

para diferentes compostos. Para o Trolox, a diminuição da 

quimiluminescência é imediata, mas a eficiência desta capacidade 

decresce com o tempo, não sendo duradoura (LISSI et al., 1992). 

Enquanto o TRAP mede o tempo que a amostra mantém o sequestro do 

radical livre, o índice TAR reflete a capacidade e rapidez de uma 

substância ou de uma mistura delas em participar do processo de 

transferência de elétrons aos radicais derivados do luminol 

(DESMARCHELIER et al., 1997), medindo a capacidade em reagir 

frente ao aumento de radicais livres. 

Os resultados obtidos para o índice TAR (Figura 8B) não 

demonstraram diferença estatisticamente significativa (P=0,2248) entre o 

Trolox (400 nM) e o extrato de I. paraguariensis na concentração de 5 

µg/mL, evidenciando a potencial capacidade na reatividade antioxidante 

inicial para o extrato de I. paraguariensis, semelhante ao Trolox. 

De forma resumida, é possível verificar que o comportamento 

verificado para o extrato de I. paraguariensis nos parâmetros TRAP e 

TAR indicam importante potencial no sequestro de espécies reativas, com 

início rápido e grande duração de ação. 

Outro ensaio que avalia o potencial antioxidante de uma amostra é 

a capacidade de captação do radical hidroxila, o qual é considerado o mais 

reativo entre as EROs, e sua formação ocorre a partir do ânion superóxido 

e H2O2 na presença de íons metálicos. Este radical pode reagir com 

lipídios, proteínas e moléculas de DNA, acarretando em danos celulares 

que podem ser irreversíveis (LEE et al., 2004). 

A atividade de captação do radical OH- foi avaliada através da 

degradação oxidativa da 2-DR por um sistema gerador do radical 

(LOPES; SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999). Esta degradação 

resulta na formação de MDA, o qual se condensa com o TBA, formando 

um produto final de coloração rósea, mensurado através de 

espectrofotometria na região do Visível. 

Na Figura 9 estão ilustrados os valores de porcentagem de 

degradação da 2-DR induzida pelo radical OH- obtidos no ensaio. Os 

resultados demonstram a capacidade do extrato de I. paraguariensis na 

captura do radical hidroxila em baixa concentração (5 µg/mL). 
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Figura 9 – Capacidade de captação do radical hidroxila (OH-) 

 
Valores de porcentagem de degradação da 2-desoxirribose, representando 

o potencial de captura do radical hidroxila. Dados expressos como média 

± E.P.M. (*P≤0,05 comparado ao sistema, #P≤0,05 comparado ao Trolox, 

ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls) 

 
Através do ensaio do ABTS, Peres e colaboradores (2013) 

avaliaram a capacidade antioxidante de infusões de Ilex paraguariensis, 

bem como dos principais compostos fenólicos isoladamente. Os 

resultados obtidos pelos autores demonstraram que a atividade 

antioxidante apresentada não era proporcional ao teor de cada metabólito. 

Os compostos majoritários do extrato avaliado no estudo, o ácido 4,5-

dicafeoilquínico e ácido 5-O-cafeoilquínico apresentaram menor 

capacidade antioxidante, embora em concentrações 10 vezes superior aos 

glicosídeos de quercetina e o ácido 3-O-cafeoilquínico, os quais 

apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante equivalente ao 

Trolox.  

As evidências acerca do envolvimento do estresse oxidativo na 

evolução da DP impulsionaram o desenvolvimento de estudos com 

compostos antioxidantes, na busca de agentes capazes de cessar ou 

atenuar o progresso da neurodegeneração. Nesse contexto, os compostos 

de origem natural como os compostos fenólicos e as metilxantinas, 
apresentam grande potencial para serem estudados em modelos 

experimentais da DP (RAMASSAMY, 2006; HENCHCLIFFE; BEAL, 

2008; ZHOU et al., 2008; KOPULLA et al., 2012; JIN et al., 2014; 

BLESA et al., 2015; DEY et al., 2015). 
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O estudo da erva-mate quanto à sua habilidade em captar ERO tem 

sido correlacionado com a atividade tipo peroxidase, a qual é diretamente 

proporcional aos teores de compostos fenólicos de I. paraguariensis. Do 

ponto de vista biológico, isto significa que estes metabólitos podem atuar 

de maneira similar ao sistema antioxidante enzimático natural, 

funcionando como mecanismo de defesa (ANESINI; FERRARO; FILIP, 

2006). Adicionalmente, Anesini e colaboradores (2012) demonstraram 

que o ácido clorogênico e a rutina presentes nos extratos aquosos das 

amostras de I. paraguariensis investigadas, contribuem diretamente para 

a atividade antioxidante detectada para a espécie através da captação de 

radicais DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e prevenção da 

peroxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL) induzida por 

radicais livres, inibindo consequentemente a oxidação de DNA 

(GUGLIUCCI; STAHL 1995; GUGLIUCCI 1996; BRACESCO et al., 

2003). 

Em 2016, Valduga e colaboradores avaliaram o potencial de 

captação do radical DPPH de diferentes progênies de erva-mate. Os 

autores demonstraram que a atividade antioxidante apresentada pelo 

extrato aquoso de Ilex paraguariensis estava relacionada aos teores de 

ácido clorogênico. 

Conforme previamente citado, o sistema nervoso central (SNC) é 

especialmente sensível ao estresse oxidativo. Uma das razões é o alto 

consumo de oxigênio, devido à alta quantia de adenosina trifosfato (ATP) 

necessária na manutenção da homeostase intracelular neuronal. 

Adicionalmente, a lipoperoxidação é favorecida pela presença de grandes 

quantidades de ácidos graxos poli-insaturados, alvos preferenciais no 

processo de peroxidação lipídica e pelas baixas concentrações de 

antioxidantes, tornando os neurônios mais susceptíveis aos danos 

induzidos por EROs (HALLIWELL, 2006). Assim, o estresse oxidativo 

está associado à neurodegeneração presente em desordens neurológicas 

como a doença de Parkinson (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; BLESA 

et al., 2015). 

Em resumo, o conjunto de resultados demonstrados neste capítulo 

demonstrou o pronunciado potencial do extrato hidroetanólico de Ilex 
paraguariensis frente ao estresse oxidativo, apresentando-se como agente 

promissor contra a neurodegeneração envolvida na doença de Parkinson 

e justificando a avaliação do seu efeito em modelo animal experimental. 
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CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTIPARKINSONIANA in vivo DO EXTRATO DE Ilex 

paraguariensis A. ST. HILAIRE. 

3.1 INTRODUÇÃO 

 
A doença de Parkinson (DP) é uma patologia neurodegenerativa 

caracterizada pela perda de neurônios dopaminérgicos e está entre as 

DCNT de maior incidência, afetando significativamente a qualidade de 

vida de seus portadores. Embora a idade continue sendo o fator de risco 

mais importante documentado até o momento, parece consenso entre os 

pesquisadores a etiologia multifatorial da DP, sendo apontados fatores de 

risco genéticos e ambientais, incluindo exposição a pesticidas e outros 

compostos tóxicos, além de histórico familiar positivo (MASSANO; 

BATHIA, 2012; POLITO et al., 2016). 

A exposição a toxinas ambientais durante o desenvolvimento ou 

mesmo na idade adulta tem sido indicada como causadora de 

neurodegeneração dopaminérgica significativa em longo prazo. Dessa 

forma, o número de neurônios dopaminérgicos alcançaria níveis 

inferiores ao necessário para manter a função motora normal. A Figura 10 

ilustra esse quadro, que associado ao envelhecimento, desencadearia o 

aparecimento da DP (LANDRIGAN et al., 2005). 

 
Figura 10 – Desenvolvimento da doença de Parkinson implicada pela 

exposição a toxinas ambientais. 

 
Fonte: Adaptado de Landrigan e colaboradores (2005). 
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Nos últimos anos, percebe-se um aumento no número de estudos 

(pré-clínicos e clínicos) com o intuito de identificar fatores ambientais 

que podem estar envolvidos na etiologia da DP (PRIYADARSHI et al., 

2001; PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2012; GOLDMAN, 

2014). Dentre os contaminantes ambientais tóxicos, o derivado da 

meperidina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) é capaz de 

matar seletivamente os neurônios dopaminérgicos da substância negra 

parte compacta (SNpc). Esta constatação obtida em 1976, na Califórnia, 

marcou o início da teorização sobre o envolvimento de toxinas ambientais 

no desenvolvimento da DP, e foi obtida diante da observação de heroína 

contaminada com o MPTP, cujos usuários desenvolveram sintomas 

característicos da doença ainda jovens (LANGSTON et al., 1983; 

LANGSTON et al., 1984). A partir da constatação acerca dos efeitos do 

MPTP, este passou a ser administrado em animais de laboratório, 

principalmente roedores e primatas, e tem sido utilizado como um modelo 

para o estudo da DP (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; 

BINUKUMAR; PANT, 2016; MACHADO et al., 2016). 

A neurotoxicidade induzida pelo MPTP tem seu mecanismo 

relacionado, inicialmente, à facilidade de sua passagem pela barreira 

hemato-encefálica (BHE), em decorrência da sua elevada lipofilicidade 

(MARKEY et al., 1984). Através da ação da enzima monoamina oxidase 

B (MAO-B) no cérebro, principalmente nas células da glia, ocorre a 

conversão do MPTP no íon 1-metil-4-fenil piperidínio (MPP+), o qual é 

então captado pelo sistema de transporte da dopamina nos terminais 

dopaminérgicos nigroestriatais. Este fator é determinante para a relativa 

seletividade dopaminérgica apresentada pelo MPTP. 

Uma das principais hipóteses sobre o mecanismo de 

neurotoxicidade induzido pelo acúmulo do íon MPP+ em neurônios 

dopaminérgicos em modelos animais, seria o envolvimento de estresse 

oxidativo nesse processo, de forma semelhante à observada na DP. A 

inibição do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial pelo íon 

MPP+, além de reduzir a produção de ATP, estimula a produção de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio (HASEGAWA et al., 1990; 

SRIRAM et al., 1997). Corroborando com esta hipótese, camundongos 

transgênicos apresentando expressão aumentada das enzimas Cu/Zn-

superóxido dismutase e Mn-superóxido dismutase são mais resistentes 

aos danos oxidativos induzidos pelo MPTP (PRZEDBORSKI et al., 

1992). Em contrapartida, os efeitos neurotóxicos do MPTP são 

exacerbados em camundongos que apresentam deficiência destas 

enzimas. 
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Além disso, o tratamento com diferentes antioxidantes, como a 

vitamina E, betacaroteno e ácido ascórbico, demonstrou capacidade de 

atenuação na neurotoxicidade induzida pelo MPTP (40 mg/kg) em 

camundongos, dimunuindo significativamente a perda de dopamina 

estriatal (PERRY et al, 1985). 

Conforme mencionado anteriormente o envolvimento de fatores 

ambientais na etiologia da DP já é bem conhecido. Neste sentido, a 

cavidade nasal é hipotetisada como uma das portas de entrada para as 

toxinas ambientais no organismo (“teoria da vetorização olfatória”) 

(DOTY, 2008). Dessa maneira, o modelo da administração i.n. de MPTP 

desenvolvido no Laboratório Experimental de Doenças 

Neurodegenerativas (LEXDON) da UFSC, tem sido capaz de reproduzir, 

tanto a via de contato entre as toxinas e o organismo humano, quanto às 

características de toxicidade do MPTP com o avanço do processo 

neurodegenerativo e sintomas da DP (PREDIGER et al., 2006; 

PREDIGER et al., 2009; PREDIGER et al., 2010; PREDIGER et al., 

2012). 

Reproduzindo o quadro clínico da DP principalmente nas fases 

iniciais, ratos submetidos à administração i.n. de MPTP apresentam uma 

disfunção precoce na discriminação olfatória, reconhecimento social e 

memória operacional no labirinto aquático de Morris. Adicionalmente, 

evidenciando neurodegeneração, a infusão i.n. de MPTP em ratos Wistar, 

causa significativa redução nos níveis da enzima tirosina hidroxilase no 

bulbo olfatório, estriado e substância negra, além de reduzir as 

concentrações de dopamina em áreas cerebrais como bulbo olfatório, 

estriado e córtex pré-frontal (PREDIGER et al., 2012). 

Considerando o exposto, os potenciais antioxidante (SCHINELLA 

et al., 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012), anti-inflamatório 

(SCHINELLA et al., 2014; LUZ et al., 2016) e antiparkinsoniano 

(MILIOLI et al., 2007) descritos para Ilex paraguariensis, além da 

associação epidemiológica inversa entre o consumo de erva-mate e DP 

(GATTO et al., 2015), realizou-se a investigação dos efeitos do 

tratamento com o extrato hidroetanólico (EHE) de I. paraguariensis, e 

com os compostos majoritários cafeína e ácido clorogênico, isolados e em 

associação, sobre as alterações comportamentais e neuroquímicas 

induzidas pela administração i.n. de MPTP em ratos Wistar. 

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratório Experimental 

de Doenças Neurodegenerativas (LEXDON) do Departamento de 

Farmacologia da UFSC, sob supervisão do Professor Dr. Rui Daniel 

Schröder Prediger. 

 



78 
 

3.2 OBJETIVOS 

 
3.2.1 Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos do extrato hidroetanólico de Ilex 

paraguariensis, e dos compostos cafeína e ácido clorogênico sobre as 

alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas pela 

administração intranasal de MPTP em um modelo animal da doença de 

Parkinson. 

 

3.2.2 Objetivos específicos 

 
 Investigar o efeito do tratamento com o EHE de I. 

paraguariensis, e com os compostos cafeína e ácido clorogênico, 

isolados e em associação, no prejuízo olfatório induzido pela 

administração i.n. de MPTP em ratos, através do teste de 

discriminação olfatória. 

 Avaliar o efeito do tratamento com o extrato EHE de I. 

paraguariensis, e com os compostos cafeína e ácido clorogênico, 

isolados e em associação, sobre o dano na memória de curta 

duração, causado pela infusão i.n. de MPTP em ratos, por meio do 

teste de reconhecimento social. 

 Estudar o efeito do tratamento com o EHE de I. 

paraguariensis, e com os compostos cafeína e ácido clorogênico, 

isolados e em associação, sobre os prejuízos emocionais causados 

pela administração i.n. de MPTP em ratos, através do splash teste 

e nado forçado. 

 Avaliar o efeito do tratamento com o EHE de I. 

paraguariensis, e com os compostos cafeína e ácido clorogênico, 

isolados e em associação, sobre o déficit motor induzido pela 

infusão i.n. de MPTP em ratos, através do teste do campo aberto. 

 Investigar o efeito do tratamento com o EHE de I. 

paraguariensis, e com os compostos cafeína e ácido clorogênico, 

isolados e em associação, sobre a diminuição das concentrações de 

dopamina induzida pela administração i.n. de MPTP no bulbo 
olfatório, estriado e córtex pré-frontal de ratos através de 

cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) acoplada à 

espectrometria de massas (EM). 
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3.3 METODOLOGIA 

 

3.3.1 Animais 

 
Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente três 

meses de idade e peso corporal variando entre 270 e 340 g provenientes 

do biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

Para o teste de reconhecimento social, foram utilizados além desses 

animais, ratos Wistar machos jovens com aproximadamente um mês de 

idade e peso corporal variando entre 100 e 150 g. Os animais foram 

alojados em grupos de cinco animais por caixa (42 x 34 x 17 cm) e 

mantidos em condições controladas de umidade e temperatura (22 ± 1ºC), 

com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7:00 às 19:00 h), 

tendo livre acesso à água e à comida. Todos os procedimentos 

experimentais utilizados no presente estudo foram conduzidos 

cuidadosamente de acordo com as normas previstas pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC - Protocolo PP830). 

 

3.3.2 Administração intranasal do MPTP 

 
A administração intranasal de MPTP em ratos foi realizada através 

de procedimento semelhante ao descrito por Prediger e colaboradores 

(2010). Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano a 0,96% 

(0,75 CAM; Abbot Laboratórios do Brasil Ltda, RJ, Brasil) utilizando um 

sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, EUA) e um tubo PE-10 de 7 mm 

inserido pelas narinas. O tubo foi conectado a uma bomba peristáltica 

programada para realizar uma infusão de 12,5 μl/min, como pode ser 

observado na Figura 11. O MPTP-HCl (Cloridrato de 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina) (Sigma Chemical Co., USA)  foi dissolvido em 

NaCl 0,9% na concentração de 20 mg/ml, após o qual foi infundido 

durante quatro min (1 mg/narina).  O controle consistiu de solução salina 

administrada pela via intranasal. Após intervalo de um minuto para os 

animais recuperarem a função respiratória normal esse procedimento foi 

repetido com infusão através da narina contralateral. 
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Figura 11 - Esquema do procedimento para administração intranasal do MPTP 

(1 mg/narina). 

 
Fonte: Prediger e colaboradores (2010). 

 

3.3.3 Protocolo experimental 

 
O protocolo experimental consistiu na administração por via oral 

(gavagem) de um volume constante de 0,1mL/100g de peso corporal das 

soluções com dois dias de pré-tratamento. Após a administração i.n. do 

MPTP, os animais foram submetidos a 21 dias consecutivos de 

tratamento, sendo que os testes comportamentais tiveram início no 

segundo dia e foram encerrados no 21º dia de tratamento (Figura 12). 

Todos os testes comportamentais foram conduzidos entre a manhã e início 

da tarde (8:00 – 14:00h), enquanto os tratamentos foram realizados no 

final da tarde (16:00 – 18:00h). 

A sequência de execução dos testes comportamentais foi a 

seguinte: discriminação olfatória (dia 2), reconhecimento social (dia 5); 

splash teste (dia 12); nado forçado (dias 13 e 14) e campo aberto (dia 21). 

Para tanto, os animais foram subdivididos em seis grupos experimentais 

de acordo com o tratamento: (I) controle, (II) controle MPTP, (III) I. 
paraguariensis (300 mg/kg), (IV) cafeína (10 mg/kg), (V) ácido 

clorogênico (20 mg/kg) e (VI) cafeína (10 mg/kg) + ácido clorogênico 

(20 mg/kg). Cafeína (Sigma Chemical Co., USA), ácido clorogênico 
(Sigma Chemical Co., USA) e o EHE de Ilex paraguariensis foram 

dissolvidos em água destilada. Os controles (I e II) receberam água 

destilada; 

Imediatamente após o último teste comportamental os animais 

foram eutanasiados por decapitação, seus cérebros foram removidos e as 
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estruturas, bulbo olfatório, estriado e córtex pré-frontal isoladas e 

armazenadas a -80ºC, para o doseamento de dopamina por CLUE-EM. 

 
Figura 12 - Representação esquemática dos procedimentos realizados durante o 

protocolo experimental. 

 
Fonte: Autor. 

 
3.3.4 Avaliação comportamental 

 
3.3.4.1 Discriminação olfatória 

 
A função olfatória dos animais foi avaliada dois dias após a 

administração i.n. do MPTP através do teste de discriminação olfatória 

realizado seguindo o protocolo previamente descrito por Prediger e 

colaboradores (2006, 2009). A caixa de discriminação olfatória consiste 

em dois compartimentos idênticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma 

abertura que permite o acesso dos animais aos dois compartimentos 

(Figura 13). O chão de um dos compartimentos foi forrado com a 

serragem retirada da gaiola na qual o rato ficou isolado por 48 horas, 

enquanto que o outro compartimento foi forrado com serragem limpa e 

inodora. O experimento consiste em colocar o animal na caixa de 

discriminação olfatória e registrar, durante um período de cinco minutos, 

o tempo dispendido pelo animal investigando cada um dos 

compartimentos. As porcentagens de permanência foram calculadas 

através do tempo de permanência em um dos compartimentos dividido 

pela soma do tempo de permanência nos dois compartimentos, 

multiplicado por 100. 
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Figura 13 – Ilustração do teste de discriminação olfatória. 

 
Fonte: Adaptado de Tadaiesky (2010). 

 
3.3.4.2 Reconhecimento social 

 
A memória social de curto prazo foi avaliada cinco dias após 

administração i.n. do MPTP através do teste de reconhecimento social, o 

qual foi realizado de acordo com procedimento previamente descrito 

(PREDIGER; TAKAHASHI, 2005; LOPES et al., 2016). Os ratos jovens 

foram isolados por 20 minutos em caixas plásticas antes do experimento. 

O teste consistiu em duas apresentações sucessivas (cinco min cada) de 

um rato jovem (um mês de idade), separadas por um intervalo de 30 

minutos. Durante a primeira apresentação, um rato jovem foi colocado na 

caixa-moradia do rato adulto, sendo registrado o tempo que o rato adulto 

investigou o rato jovem. Ao final da primeira apresentação, o rato jovem 

foi retirado da caixa do rato adulto, ficando isolado por 30 min. A seguir, 

o mesmo rato jovem foi reapresentado ao rato adulto, registrando-se 

novamente o tempo de investigação utilizado pelo rato adulto durante a 

segunda apresentação. 

Os resultados foram expressos através da razão do tempo na 

segunda apresentação pelo tempo na primeira apresentação, parâmetro 

denominado de Razão de duração da investigação (RDI). 

 
3.3.4.3 Splash teste 

 
O splash teste foi realizado 12 dias após a administração i.n. do 

MPTP, de acordo com o procedimento descrito por Matheus e 

colaboradores (2016), com pequenas modificações. O teste consistiu em 
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borrifar por duas vezes uma solução de sacarose 10% sobre o dorso do 

rato. Posteriormente, os animais foram colocados em caixas de acrílico 

para a avaliação comportamental durante cinco minutos. Foram 

registrados os tempos de latência (tempo para o início da autolimpeza) e 

o tempo total de autolimpeza direcionado ao dorso, como medidas de 

autocuidado e comportamento motivacional (WILLNER, 2005). Ao final 

de cada teste, a caixa de acrílico foi cuidadosamente limpa com solução 

de etanol 10% e seca.   

 

3.3.4.4 Nado forçado 

 
O teste do nado forçado foi realizado 14 dias após a administração 

do MPTP de acordo com o procedimento previamente descrito por 

Porsolt, Le Pichon & Jalfre (1977). Os ratos foram colocados 

individualmente em cilindros de cloreto de polivinila (PVC) individuais 

medindo 60 cm de altura e 30 cm de diâmetro, os quais estavam 

preenchidos até a metade com água a 25 ± 1 °C. Foram realizadas duas 

sessões de natação, uma inicial de 15 min (pré-teste), seguida por outra 

de teste após 24 horas com duração de apenas cinco minutos. A duração 

total dos comportamentos de imobilidade e de escalada foi aferida 

manualmente e continuamente durante todo o período da sessão de teste. 

O animal foi considerado imóvel quando flutuava ou fazia apenas os 

movimentos necessários para manter a sua cabeça acima do nível da água. 

O comportamento de escalada foi considerado quando o animal realizava 

movimentos com as patas anteriores em direção ao topo das paredes do 

cilindro. A figura 14 ilustra os comportamentos avaliados durante a 

sessão de teste do nado forçado.  Os experimentos foram executados com 

iluminação de 40 lux e a água foi trocada após o final de cada sessão. 
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Figura 14 - Comportamentos avaliados no teste do nado forçado. 

 
Fonte: Adaptado de Cryan; Markou; Lucki (2002). 

 
3.3.4.5 Campo aberto 

 
O teste do campo aberto foi realizado 21 dias após a administração 

i.n. do MPTP para determinar a atividade locomotora horizontal 

espontânea dos animais (LEMOS et al., 2016). Este teste foi realizado 

durante 5 minutos de livre exploração dos ratos em uma arena de madeira 

e fórmica (100 x 100 cm). Cada animal foi colocado no centro do campo 

aberto e as imagens registradas por um sistema de câmera de vídeo. A 

distância total percorrida (m) pelos animais foi avaliada com o auxílio do 

programa analisador de imagens ANY-Maze™. 

 

3.3.5 Avaliação neuroquímica 

 

3.3.5.1 Determinação dos níveis cerebrais de dopamina por CLUE-EM 
 

Com o objetivo de verificar possíveis alterações nos níveis de 

dopamina (DA) após o tratamento intranasal com MPTP, os níveis 

endógenos de DA foram analisados por cromatografia líquida de ultra 



85 
 

eficiência (CLUE) acoplada à espectrometria de massas (EM). Esta 

metodologia foi adaptada de estudo realizado previamente por nosso 

grupo de pesquisa (CUNHA et al., 2016). 

Para isso, 21 dias após administração i.n. de MPTP os ratos foram 

submetidos à eutanásia por decapitação e seus cérebros foram removidos. 

As estruturas bulbo olfatório, estriado e córtex pré-frontal foram 

dissecados em placa de Petry cercada por gelo seco, pesados e 

armazenados em freezer a -80 ºC.  

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados com água purificada 

(1:5 m/v) e submetidos à sonicação durante 15 minutos em banho 

ultrassônico resfriado. Posteriormente, os homogenatos foram 

centrifugados (14000 rpm, 4 ºC) por 10 minutos e o sobrenadante foi 

utilizado para a quantificação de DA. 

Para estas análises foi utilizado cromatógrafo Waters® modelo 

Acquity®, equipado com desgaseificador on line e amostrador 

automático. A fase estacionária empregada foi uma coluna Waters BEH 

C18 (50 x 2,1 mm – 1,7 µm), mantida a 40 ºC. Como fase móvel foi 

utilizado um gradiente linear composto por água ultrapurificada (A) e 

acetonitrila (B) para a análise de dopamina, programado da seguinte 

maneira: 99% A de 0 a 3,0 min, de 99 a 10% A de 3,0 a 4,5 min, 10% A 

de 4,5 a 7,0 min, de 10 a 99% A de 7,0 a 8,5 min, e 99% A de 8,5 a 

10,0 min. O fluxo foi de 0,2 mL/min e o volume de injeção de 5 µL. 

A quantificação foi realizada por CLUE acoplada a detector de 

espectrometria de massas de alta resolução tipo quadrupolo-tempo de voo 

(QTof) modelo Xevo G2-XS® (Waters®). A fonte de ionização utilizada 

foi electrospray (ESI), modo positivo, e os dados foram processados 

através do software MassLynx v.4.1.  A faixa de aquisição foi de 50 – 

1000 Da, com temperatura da fonte de 90ºC. O fluxo do gás de 

dessolvatação foi de 900 L/h a 350 ºC. A voltagem do capilar foi de 1.2 

kV, enquanto o fluxo de nitrogênio no cone foi de 200 L/h. Para assegurar 

a exatidão e reprodutibilidade da massa, as análises foram registradas 

utilizando o modo "lockspray" com composto de referência Leucina (m/z 

556,2771 Da). As áreas foram medidas a partir dos picos dos íons 

extraídos a m/z 154,0860 Da, com tolerância para os parâmetros tempo 

de retenção e exatidão de massa de 0,4 minutos e 0,02 Da, 

respectivamente. A curva de calibração para o cloridrato de dopamina 

(Sigma-Aldrich®) foi obtida na faixa linear de 50-2000 ng/mL, 

resultando na equação "y = 1.7388x - 42.069" (r2 = 0,999). O limite de 

quantificação (LLOQ) de dopamina foi de 50 ng/mL, o qual foi definido 

por uma relação sinal:ruído de 10:1. Os resultados foram expressos em 

nanogramas de dopamina por grama de tecido cerebral (ng/g). 
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3.3.6 Análise estatística 

 
Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média 

(E.P.M.). As comparações estatísticas dos resultados foram realizadas por 

análise de variância (ANOVA) de uma via. Posteriormente, os grupos 

foram comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Newman-

Keuls. A probabilidade aceita como indicativo da existência de diferença 

estatisticamente significativa foi P ≤ 0,05. Todas as comparações 

estatísticas foram efetuadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0. 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Novas estratégias terapêuticas visando cessar ou atenuar o avanço 

da neurodegeneração encontrada na DP podem apresentar um grande 

impacto no tratamento desta doença. Neste contexto, o uso terapêutico de 

compostos com pronunciada ação antioxidante pode ser benéfico frente a 

desordens neurodegenerativas. Dessa forma, compostos de origem 

natural que apresentam propriedades neuroprotetoras, como os compostos 

fenólicos e as metilxantinas (RAMASSAMY, 2006; ZHOU et al., 2008; 

CALVELLO et al., 2017; REGLODI et al., 2017), constituem potenciais 

modelos estruturais para estudos mais específicos frente a esta patologia. 

 

3.4.1 Efeitos dos tratamentos sobre a função olfatória 

 
Para verificar a capacidade olfatória dos animais, o teste de 

discriminação olfatória foi realizado 48 horas após a administração i.n. do 

MPTP, sendo avaliada pela preferência do rato em permanecer no 

compartimento impregnado com o seu odor (compartimento familiar) em 

relação ao compartimento inodoro (não familiar), visto que ratos machos 

adultos preferem permanecer em ambientes impregnados com seu próprio 

odor (PREDIGER et al., 2006, 2010). A Figura 15 apresenta os efeitos 

dos tratamentos no teste de discriminação olfatória dois dias após infusão 

i.n. do MPTP. 
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Figura 15 - Efeitos dos tratamentos no tempo de permanência em cada 

compartimento no teste de discriminação olfatória dois dias após infusão 

intranasal do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M (n = 8 animais por grupo). *P ≤ 0.05 

comparado ao grupo controle; #P ≤ 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA 

de uma via, seguida do teste post-hoc de Newman–Keuls). 

 

A análise estatística (ANOVA de uma via) revelou efeito 

significativo dos tratamentos (F5,42 = 39,22, p < 0,0001) sobre a 

capacidade de discriminação olfatória dos ratos. Como esperado, os 

animais do grupo controle foram capazes de discriminar os dois 

compartimentos, permanecendo tempo significativamente maior no 

compartimento familiar. Por outro lado, os animais que receberam a 

infusão i.n. do MPTP (grupo controle MPTP) apresentaram significativo 

déficit olfatório, haja vista que permaneceram maior tempo no 

compartimento não familiar. 

A utilização do teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que os 
tratamentos com o extrato de I. paraguariensis, cafeína e ácido 

clorogênico atenuaram o déficit olfatório causado pelo MPTP. Por outro 

lado, o tratamento com a associação de cafeína e ácido clorogênico não 

apresentou diferença no tempo de permanência no compartimento 

familiar quando comparado ao grupo MPTP, sendo incapaz de diminuir 
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o prejuízo olfatório dos animais, característico deste modelo, e 

previamente demonstrado por outros trabalhos em decorrência de lesão 

de neurônios dopaminérgicos (PREDIGER et al., 2006; 2010). 

A perda da capacidade olfatória é uma alteração amplamente 

descrita na DP, caracterizada por ser um dos sintomas mais precoces da 

doença, podendo alcançar níveis de até 95% de comprometimento da 

função olfatória (ZIEMSSEN; REICHMANN, 2007). 

Até o momento, o efeito de I. paraguariensis sobre o déficit 

olfatório precoce presente na DP, avaliado sob o paradigma do teste de 

discriminação olfatória não é relatado na literatura. Por outro lado, 

Prediger, Batista e Takahashi (2005) demonstraram que o tratamento 

agudo com cafeína em ratos foi capaz de reverter o prejuízo olfatório 

relacionado ao envelhecimento, através do antagonismo de receptores de 

adenosina do tipo A2A. 

Embora em nosso trabalho tenha sido utilizado o modelo do MPTP 

para induzir o dano olfatório, o efeito de atenuação demonstrado pela 

cafeína encontra respaldo nos resultados previamente descritos pelos 

autores. Contudo, é importante destacar que o benefício olfatório 

evidenciado para o extrado de I. paraguariensis parece não ser 

exclusivamente mediado pela cafeína, haja vista que o ácido clorogênico 

administrado isoladamente também apresentou capacidade de atenuação 

do dano olfatório. 

Dessa forma, é possível sugerir que o efeito observado possa não 

ser resultante unicamente do antagonismo dos receptores A2A, bem como 

pode estar associado à diminuição de estresse oxidativo mediado pelo 

ácido clorogênico, cujo potencial antioxidante é amplamente 

comprovado, conforme previamente descrito na revisão bibliográfica 

apresentada no capítulo 1 da presente tese. 

Entretanto, para que essas sugestões sejam elucidadas, ensaios 

adicionais precisam ser conduzidos, como por exemplo a avaliação dos 

parâmetros de estresse oxidativo nas estruturas cerebrais avaliadas neste 

trabalho, especialmente no bulbo olfatório. 

 

3.4.2 Efeitos dos tratamentos sobre o desempenho cognitivo 

 
O efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais no teste 

do reconhecimento social foi realizado sete dias após a administração i.n. 

do MPTP e o resultado está apresentado na Figura 16. A análise dos dados 

pelo teste de ANOVA de uma via demonstrou efeito significativo dos 

tratamentos na memória social dos animais (F5,42 = 7,419, p < 0,0001). 
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Adicionalmente, foi identificada uma redução significativa nos valores de 

RDI em todos os tratamentos, quando comparados ao grupo do MPTP. 

Por fim, foi possível observar que, com exceção da cafeína, os demais 

tratamentos apresentaram valores de RDI semelhantes ao grupo controle, 

evidenciando o potencial de reversão do déficit causado pelo MPTP na 

memória de curta duração dos animais. 

 
Figura 16 - Efeitos dos tratamentos sobre a memória de reconhecimento social 

sete dias após infusão intranasal do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M. (n = 8 animais por grupo) da RID (razão 

entre a segunda exposição e a primeira exposição) quando o mesmo rato jovem 

foi exposto por 5 min com um intervalo de 30 min. *P ≤ 0,05 comparado ao 

grupo controle; #P ≤ 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA de uma via 

seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Dentre as amostras investigadas, o ácido clorogênico parece ser o 

principal componente químico relacionado ao efeito observado, uma vez 

que a cafeína administrada isoladamente não reduziu o valor de RDI ao 

nível do controle. Entretanto, quando em associação com ácido 

clorogênico é possível visualizar redução da RDI semelhante ao controle, 

assim como o tratamento com ácido clorogênico isoladamente. 

De acordo com a hipótese de Braak e colaboradores (2003) e 

reproduzindo o quadro clínico da DP, ratos e camundongos submetidos a 

administração i.n. de MPTP apresentaram uma disfunção precoce na 

memória de reconhecimento social (PREDIGER et al., 2006; 2012). 

A memória social, avaliada através do teste de reconhecimento 

social, é um modelo específico de memória olfatória de curto prazo, tendo 
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como base a capacidade de discriminação olfatória em roedores, a qual 

pode ser facilitada por compostos que melhorem os processos de 

aprendizado e memória. Por outro lado, este tipo de memória pode ser 

prejudicada por processos fisiopatológicos como o envelhecimento, que 

sabidamente interfere no aprendizado e memória (TERRANOVA et al., 

1994; PREDIGER et al., 2005). Na reapresentação do mesmo rato jovem 

(familiar) após um intervalo de 30 minutos, o rato adulto tem a capacidade 

de reconhecer este rato jovem, sendo possível demonstrar os efeitos do 

tratamento na memória social dos animais. Valores de razão de duração 

da investigação (RDI) próximos de um (1) sugerem prejuízos nesse tipo 

de memória, pois indicam tempos de investigação semelhantes durante as 

duas apresentações. Em contrapartida, valores de RDI abaixo de um (1) 

sugerem que o animal idoso foi capaz de reconhecer o jovem (DANTZER 

et al., 1987; PREDIGER et al., 2004; LOPES et al., 2016). 

Nossos resultados evidenciaram a proteção ou atenuação frente aos 

prejuízos na memória social de curto prazo causados pelo MPTP, à 

medida que no teste de reconhecimento social, os animais dos grupos 

tratados com o extrato e com os compostos isolados apresentaram tempo 

menor de investigação ao animal jovem na segunda apresentação. Este 

comportamento foi demonstrado por uma razão na duração de tempo de 

investigação (RDI) significativamente menor quando comparados ao 

grupo MPTP. 

Outros trabalhos utilizando modelos experimentais diferentes do 

realizado em nosso trabalho demonstraram previamente o potencial efeito 

de I. paraguariensis sobre déficits na memória. Santos e colaboradores 

(2015), através do teste tipo step-down, demonstraram que o tratamento 

agudo com extrato aquoso de I. paraguariensis na dose de 300 mg/kg foi 

capaz de prevenir o prejuízo de memória induzido por escopolamina. 

Adicionalmente, Colpo e colaboradores (2007) verificaram melhora 

significativa nos déficits de memória induzidos por haloperidol através 

do tratamento crônico com extrato aquoso de I. paraguariensis. Os 

animais receberam tratamento crônico (sem restrição) com o extrato 

preparado por infusão de amostra comercial de erva-mate. 

O déficit cognitivo é um sintoma comum em pacientes com DP, 

ocorrendo nos estágios iniciais da doença, antes mesmo do aparecimento 

dos sintomas motores clássicos. Cabe ressaltar que com o progresso da 

doença a magnitude desses sintomas aumenta (BRAAK et al., 2003; 

CHAUDHURI; SCHAPIRA 2009; GRINBERG et al., 2010; GARCIA-

RUIZ; CHAUDHURI; MARTINEZ-MARTIN, 2014; PALMERI et al., 

2017). 
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Resultados positivos acerca do potencial efeito benéfico sobre a 

memória de roedores foram obtidos por Prediger e colaboradores (2008) 

com a administração de extrato hidroalcoólico (50%) de I. 
paraguariensis. Administradas via intraperitoneal, doses inferiores à 

utilizada em nosso trabalho (62,5, 125 e 250 mg/Kg) demonstraram 

diminuição do tempo de investigação ao animal jovem na segunda 

exposição após um período de 120 minutos. Contudo, quando 

administrado por via oral, somente a dose de 125 mg/Kg demonstrou o 

mesmo efeito. Adicionalmente, a administração via i.p. de cafeína na dose 

de 10 mg/mL melhorou a memória de reconhecimento social dos animais. 

Embora as vias de administração tenham sido diferentes, os resultados 

obtidos em nosso trabalho demonstraram a capacidade da cafeína em 

reverter o dano causado pelo MPTP na memória social de curto prazo na 

mesma dose. 

Já é bem estabelecido que as metilxantinas, como a cafeína, 

produzem melhora do processo cognitivo em distintos modelos animais e 

em humanos, bem como efeito neuroprotetor (RIEDEL et al., 1995; 

ANGELUCCI et al., 1999; PREDIGER et al., 2005; CUNHA; 

AGOSTINHO, 2010; KUMRAL et al., 2010). Adicionalmente, estudos 

tem sugerido o uso da cafeína como uma possível abordagem terapêutica 

para doenças neurodegenerativas (MAIA; MENDONÇA, 2002; 

DALL’IGNA et al., 2007).  

Outro fato a ser destacado é que a cafeína vem sendo apontada 

como um composto promissor por reverter comprometimentos e prejuízos 

da memória associados a diferentes condições, demonstrando capacidade 

de oferecer proteção contra prejuízos cognitivos em modelos 

experimentais de envelhecimento, das doenças de Parkinson e de 

Alzheimer (PREDIGER et al., 2005 a, b; CUNHA, 2008; TAKAHASHI 

et al., 2008; PANDOLFO et al., 2013). 

Em relação aos mecanismos envolvidos, vem sendo demonstrado 

que a maioria dos efeitos da cafeína no SNC é decorrente do antagonismo 

não seletivo dos receptores para adenosina (A1, A2A, A2B e A3), os quais 

pertencem à família de proteínas acopladas a proteínas G. A cafeína se 

liga com maior afinidade aos receptores adenosinérgicos do tipo A1 

(acoplados a proteína G inibitória) e A2A (acoplados a proteína G 

estimulatória) sendo que estes representam os receptores para adenosina 

mais amplamente expressos no encéfalo de mamíferos. A adenosina, 

produzida em vários tecidos como um subproduto da degradação do ATP 

desempenha diferentes funções na modulação da atividade de tecidos 

periféricos e centrais. Uma das ações da adenosina no SNC consiste na 

inibição da liberação de vários neurotransmissores, principalmente 
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glutamato, através de receptores pré-sinápticos. Adicionalmente, o 

antagonismo de adenosina pode levar ao aumento da liberação de 

neurotransmissores incluindo noradrenalina, serotonina, acetilcolina 

(NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992; DAVAL et al., 1996; FREDHOLM, 

2003; FREDHOLM; SVENNINGSSON, 2003; FREDHOLM et al., 

2005). É interessante ressaltar a interação entre cafeína e dopamina, sendo 

que o sistema dopaminérgico está envolvido em diversos processos 

biológicos como atividade motora e ainda, associado ao aprendizado e 

memória (JAY et al., 2004; JAY; DUNNETT, 2007). 

O ácido clorogênico, um dos compostos majoritários do EHE de 

Ilex paraguariensis caracterizado em nosso trabalho, é outro 

representante da classe dos polifenois cujo efeito benéfico sobre a função 

cognitiva já foi investigado. Corroborando com os resultados do presente 

trabalho, Kwon e colaboradores (2010) evidenciaram a melhora do déficit 

cognitivo na memória de trabalho e de curta duração induzido por 

escopolamina em camundongos tratados v.o. com ácido clorogênico nas 

doses de 6 e 9 mg/Kg. 

Adicionalmente, trabalhos apontam para o potencial benéfico de 

plantas ricas em flavonoides que levam a uma melhora da função 

cognitiva. Esses compostos são capazes de afetar diversos processos do 

aprendizado e memória, como memória de trabalho, de curta e longa 

duração. Pu e colaboradores (2007) relatam o efeito neuroprotetor da 

quercetina e da rutina, flavonoides capazes de melhorar o prejuízo na 

memória espacial e a morte neuronal no modelo de isquemia cerebral 

repetida. Em virtude da potencial atividade antioxidante destes compostos 

é possível observar o efeito benéfico em doenças neurodegenerativas, 

uma vez que um dos mecanismos envolvidos na patologia dessas doenças 

é o estresse oxidativo. Embora se acredite que a atividade antioxidante 

dos flavonoides seja um mecanismo de ação que explique o efeito 

benéfico sobre diversos aspectos do aprendizado e memória, outros 

fatores também são apontados como responsáveis por tal efeito, como 

ativação da sinalização sináptica e melhora do fluxo vascular cerebral e 

periférico, inibindo a apoptose desencadeada por espécies neurotóxicas, 

e promovendo proteção e diferenciação neuronal (SPENCER, 2010; 

MANDEL et al., 2012; COSTA et al., 2016). 
 

3.4.3 Efeitos dos tratamentos sobre parâmetros emocionais 

 

O efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais no 

splash teste foi avaliado 12 dias após a administração i.n. do MPTP e estão 

ilustrados na Figura 17. A análise estatística mostrou efeito significativo 
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dos tratamentos (F5,42 = 8,119; P < 0,0001) sobre o tempo de autolimpeza 

dos animais (Fig. 17A). Quando comparados ao grupo MPTP, o teste 

post-hoc de Newman-Keuls revelou que os tratamentos aumentaram o 

tempo de autolimpeza dos animais. 

 
Figura 17 – Efeitos dos tratamentos sobre os parâmetros emocionais 

relacionados à anedonia, tempo de autolimpeza (A) e tempo de latência (B) no 

splash teste 12 dias após administração intranasal do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M. (n = 8 animais/grupo). *P ≤ 0,05 

comparado ao grupo controle; #P ≤ 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA 

de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

A ANOVA de uma via também revelou efeito significativo dos 

tratamentos (F5,42 = 38,24; P < 0,0001) sobre o tempo de latência dos 

animais para início da autolimpeza (Figura 16B), enquanto o teste de 

Newman-Keuls novamente demonstrou que os tratamentos reduziram o 

tempo de latência quando comparados ao grupo MPTP e foram capazes 

de melhorar o comportamento dos animais relacionado à anedonia. Os 

resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que tanto o extrato de I. 
paraguariensis como a cafeína melhoraram o comportamento tipo-

depressivo relacionado à anedonia. 

A anedonia pode ser definida como a diminuição na capacidade de 

sentir prazer e também como a falta de reatividade a estímulos prazerosos 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Adicionalmente, 
a anedonia pode ser avaliada em modelos pré-clínicos através do 

comportamento de autolimpeza no splash teste, permitindo ser inferidos 

possíveis mecanismos neurobiológicos envolvidos com a anedonia e a 

depressão (ISINGRINI et al., 2010; OVERSTREET, 2012). 
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No modelo animal utilizado neste trabalho, o efeito dos 

tratamentos sobre o comportamento anedônico, avaliado através do 

splash teste, foi baseado no fato de que, devido à sua viscosidade, a 

solução de sacarose fica aderida aos pelos dos ratos, os quais iniciam o 

comportamento de autolimpeza considerados semelhantes a alguns 

sintomas de anedonia e comportamento apático, os quais estão presentes 

na depressão (WILLNER, 2005; VURAL et al., 2007; ISINGRINI et al., 

2010; OVERSTREET, 2012). 

Além dos déficits na memória discutidos anteriormente, 

comumente ocorrem desordens depressivas em pacientes com DP, 

afetando consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes nos 

estágios iniciais da doença (MARTINEZ-MARTIN, 2011). Embora os 

sintomas motores sejam aliviados pelos tratamentos farmacológicos 

atualmente empregados na DP, os prejuízos na cognição e emoção 

causados pela doença, são pouco responsivos a esses tratamentos 

(HEMMERLE; HERMAN; SEROOGY, 2012; GARCIA-RUIZ; 

CHAUDHURI; MARTINEZ-MARTIN, 2014). 

Nesse sentido, o efeito dos tratamentos sobre o comportamento 

tipo-depressivo dos animais foi avaliado através do teste do nado forçado, 

ensaio realizado 14 dias após a administração i.n. do MPTP. Os resultados 

demonstraram que o comportamento tipo-depressivo foi atenuado tanto 

pelo tratamento com o extrato, quanto pela cafeína, ácido clorogênico, e 

a associação dos dois compostos. Esse efeito pode ser ilustrado pela 

diminuição no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado 

forçado, e também pelo aumento no tempo de escalada, quando ambos 

foram comparados aos animais do grupo MPTP. A análise estatística 

revelou que os tratamentos influenciaram significativamente (F5,42 = 

109,5; P < 0,0001) o tempo de imobilidade dos animais (Figura 18A), 

sendo possível observar também que todos os tratamentos diminuíram o 

tempo de imobilidade quando comparados ao grupo MPTP, sugerindo 

uma redução no comportamento tipo-depressivo dos animais, dados que 

corroboram os resultados obtidos no ensaio do splash teste. 

Adicionalmente, foi verificada influência significativa (F5,42 = 

121,3; P < 0,0001) no tempo de escalada dos animais (Figura 18B). A 

redução causada pelos tratamentos no comportamento depressivo dos 

ratos demonstrada pela diminuição do tempo de imobilidade é 

corroborada pelo aumento significativo do tempo de escalada, quando 

comparado ao grupo MPTP. Este aumento significativo no tempo de 

escalada, também foi utilizado como parâmetro de avaliação da atividade 

motora dos animais, sugerindo uma redução nos prejuízos motores 
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causados pela administração do MPTP em todos os grupos tratados com 

as amostras testes. 

 
Figura 18 – Efeitos dos tratamentos sobre os parâmetros emocionais 

relacionados à depressão tempo de imobilidade (A) e tempo de escalada (B) no 

nado forçado 14 dias após a infusão intranasal do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M. (n = 8 animais por grupo). *P ≤ 0,05 

comparado ao grupo controle; #P ≤ 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA 

de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Embora não tenha sido em um modelo que mimetize a DP, 

resultados semelhantes aos demonstrados neste trabalho foram descritos 

por Reis e colaboradores (2014), em um estudo onde ratos Wistar que 

receberam extrato aquoso de Ilex paraguariensis (dose estimada em 2,31 

g/Kg/dia ad libitum) durante quatro semanas demonstraram redução no 

tempo de imobilidade semelhante à selegilina (10 mg/Kg, i.p.) no teste do 

nado forçado tanto em 24 horas como quatro semanas após o início do 

tratamento. O efeito observado pelos autores não demonstrou associação 

com atividade locomotora, visto que o extrato não apresentou efeito sobre 

os parâmetros avaliados no teste do campo aberto. 

Recentemente, Ludka e colaboradores (2016), utilizando o teste de 

suspensão pela cauda, demonstraram efeito tipo-antidepressivo, após 

administração oral do extrato hidroalcoólico de I. paraguariensis em 

camundongos nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/Kg, sendo observado efeito 

semelhante para a dose de 1mg/Kg de cetamina via intraperitoneal, e para 
a cafeína (2,7 µg/Kg, v.o.). O efeito tipo-antidepressivo mostrou-se 

dependente da modulação via óxido nítrico dos receptores para glutamato 

do tipo NMDA, uma vez que os autores observaram um efeito 

combinatório utilizando doses sub-efetiva do extrato (0,01 mg/Kg, v.o.) e 

cetamina (0,1 mg/Kg, i.p.) ou MK-801 (0,001 mg/Kg, i.p.), ambos 
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antagonistas de receptores NMDA. No mesmo estudo foi sugerido efeito 

neuroprotetor do extrato frente à toxicidade do glutamato (10 mmol/L), 

não sendo observada diminuição na viabilidade celular em fatias de 

hipocampo ou córtex de ratos tratados com o extrato, embora a 

administração de cafeína (2,7 µg/Kg, v.o.) não tenha produzido o mesmo 

efeito de neuroproteção observado para o extrato. 

 

3.4.4 Efeitos dos tratamentos sobre a atividade motora 
 

Considerando que os sintomas motores não são observados nos 

estágios iniciais da DP, aparecendo somente com o progresso da doença 

quando a neurodegeneração dopaminérgica na SNpc encontra-se bastante 

avançada (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006), a atividade 

locomotora dos animais foi avaliada no teste do campo aberto 21 dias 

após a infusão i.n. do MPTP (Figura 19). 

A análise estatística dos dados de distância percorrida (m), 

permitiu verificar os prejuízos motores (F5,36 = 2,875; P < 0,05) tardios 

característicos desse modelo causados pela administração da neurotoxina, 

previamente demonstrados (PREDIGER et al., 2010). Adicionalmente, os 

tratamentos com o EHE de I. paraguariensis, cafeína, ácido clorogênico 

e a associação de cafeína + ácido clorogênico não foram capazes de 

atenuar o dano causado pelo MPTP na atividade locomotora dos animais. 

 
Figura 19 - Efeitos dos tratamentos sobre a atividade motora na distância 

percorrida pelos animais no campo aberto 21 dias após a administração intranasal 

do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M. (n = 7 animais por grupo). ANOVA de uma 

via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. *P ≤ 0,05 comparado ao grupo 

controle (ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). 
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Contrariamente aos resultados obtidos neste trabalho, Milioli e 

colaboradores (2007) demonstraram o potencial efeito de I. 

paraguariensis sobre os sintomas motores da DP em outro modelo da 

doença. Doses de 250 e 500 mg/Kg do extrato hidroalcoólico (50%) de 

erva-mate via i.p. preveniram a hipolocomoção induzida pela 

administração subcutânea de MPTP (40 mg/Kg) em camundongos, 30 

minutos após a realização dos tratamentos. Cabe ressaltar que a avaliação 

comportamental na caixa de atividades foi realizada 30 e 60 minutos após 

a toxina ter sido administrada. Considerando o protocolo de 

administração e o envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo de 

toxicidade induzida pelo MPTP, o alto potencial antioxidante 

demonstrado pelo extrato frente a espécies reativas de nitrogênio e ao 

radical hidroxil foi sugerido que esta propriedade seria um dos principais 

mecanismos dos efeitos observados. No mesmo trabalho o extrato 

também reverteu o enrijecimento dos membros de camundongos no 

modelo da catalepsia induzida por reserpina nas doses de 250 e 500 

mg/Kg via i.p., corroborando o potencial sobre a atividade locomotora. 

   

3.4.5 Efeitos dos tratamentos nos níveis cerebrais de dopamina 

 
O efeito dos tratamentos sobre os níveis cerebrais de dopamina foi 

avaliado 21 dias após administração i.n. do MPTP nos animais e estão 

ilustrados na Figura 20. A análise estatística demonstrou efeito 

significativo dos tratamentos sobre os níveis de dopamina no bulbo 

olfatório (F5,24 = 7,74; P < 0,002) (Figura 20A), no estriado (F5,24 = 12,67; 

P < 0,0002) (Figura 20B) e no córtex pré-frontal (F5,24 = 17,94; P < 

0,0001) (Figura 20C). 

Com o intuito de determinar a relação entre as alterações 

comportamentais induzidas pelo MPTP em ratos e as alterações 

neuroquímicas na neurotransmissão dopaminérgica, as concentrações de 

DA no bulbo olfatório (BO), estriado e córtex pré-frontal (CPF) foram 

avaliados 21 dias após a administração intranasal de MPTP. 
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Figura 20 – Efeito dos tratamentos sobre a concentração de dopamina (DA) no 

bulbo olfatório (A), estriado (B) e córtex pré-frontal (C) dos animais 21 dias após 

administração intranasal do MPTP. 

 
Dados expressos como média ± E.P.M. das concentrações de dopamina (ng/g tecido 

cerebral) (n = 5 animais por grupo). *P ≤ 0,05 comparado ao grupo controle; #P ≤ 

0.05 compared to MPTP group (ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de 

Newman-Keuls). 

 
Os animais do grupo controle MPTP tiveram uma redução de 

38,9% nos níveis dopaminérgicos no bulbo olfatório, ilustrando a 

neurodegeneração significativa causada pela administração i.n. de MPTP 

nessa estrutura cerebral. Através do pos teste de Newman-Keuls foi 

possível observar que os tratamentos com o extrato de I. paraguariensis 

e com ACG reverteram a degeneração dopaminérgica no BO causada pelo 

MPTP nos ratos, apresentando uma depleção de DA de 14% e 15,7%, 

respectivamente. Os tratamentos com cafeína e com a associação de 
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cafeína + ACG não demonstraram reversão, mas foram capazes de 

atenuar a degeneração dopaminérgica, considerando que as porcentagens 

de depleção foram de 23,4 e 20,7, respectivamente. 

Esses resultados podem explicar o comportamento evidenciado 

nos testes de discriminação olfatória e reconhecimento social. Para os 

roedores, as informações de natureza olfatória são importantes para 

reconhecer indivíduos da mesma espécie e para a capacidade de memória 

social (PREDIGER et al., 2005; 2012). Na DP o bulbo olfatório é a 

primeira estrutura cerebral a exibir a patologia (BRAAK et al., 2004). 

Esta disfunção ocorre porque a DA parece ser necessária para a memória 

olfatória, uma vez que a sua liberação aumenta durante o aprendizado 

olfatório (COOPERSMITH et al., 1991), enquanto os antagonistas de 

receptores de DA ou tratamentos que reduzem a neurotransmissão 

dopaminérgica como o MPTP inibem a memória olfatória (PREDIGER 

et al., 2004, 2005, 2012). 

Diferentes linhas de evidência sugerem o envolvimento da 

dopamina em processos cognitivos e olfativos, tanto em humanos quanto 

em roedores. Em ratos, estruturas cerebrais relacionadas aos processos de 

aprendizado e memória, como o hipocampo, o córtex pré-frontal e o 

estriado, são inervadas por neurônios dopaminérgicos (SEAMANS et al., 

1998). A disfunção dopaminérgica nestas áreas está relacionada ao 

prejuízo seletivo das memórias espacial, operacional e de procedimento 

(ou hábitos), respectivamente (GASBARRI et al., 1996; DA CUNHA et 

al., 2001, 2003; MIYOSHI et al., 2002). Além disso, o bulbo olfatório de 

mamíferos contém um grande número de interneurônios dopaminérgicos 

que são muito importantes no processamento de odores (DOTY e 

RISSER, 1989; DAVILA et al., 2003). 

Em roedores, estudos prévios têm demonstrado um prejuízo nas 

funções olfativas em conseqüência de tratamentos que reduzem a 

neurotransmissão dopaminérgica, como MPTP (PREDIGER et al., 2012). 

A DA parece ser também importante para os processos de aprendizado e 

memória olfativa, uma vez que seus níveis cerebrais aumentam durante o 

aprendizado olfativo (COOPERSMITH et al., 1991; KEVERNE et al., 

1993), enquanto a depleção de DA ou a administração de antagonistas 

dopaminérgicos prejudicam a memória olfativa (PREDIGER et al., 

2012). 

Vale ressaltar que a interpretação dos resultados obtidos no teste 

do reconhecimento social acerca dos processos de memória precisam ser 

realizados com cautela, considerando que esta memória social está 

envolvida com a capacidade olfatória dos animais, e de acordo com que 

foi previamente mencionado, a administração intranasal de MPTP induz 
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pronunciados déficits olfatórios que podem comprometer o 

reconhecimento do rato jovem na segunda apresentação. 

Nesse sentido, é possível observar que os animais tratados com a 

associação de cafeína + ACG apresentaram déficit olfatório, não sendo 

capaz de discriminar os odores entre os compartimentos familiar e não 

familiar. Por outro lado, estes mesmos animais reverteram o dano causado 

pelo MPTP sobre a memória social avaliada no teste do reconhecimento 

social. Este resultado sugere que o olfato parece não ser o único 

componente envolvido no reconhecimento do rato jovem na segunda 

apresentação. 

Contudo, é preciso considerar que os testes de discriminação 

olfatória e reconhecimento social foram realizados no segundo e sétimos 

dia após a administração do MPTP, sendo que as concentrações de 

dopamina nas estruturas cerebrais foram quantificadas 21 dias após a 

infusão da neurotoxina. 

Estudo realizado por Tadaiesky e colaboradores (2008) avaliou o 

déficit na memória social de ratos tratados com 6-OHDA no teste do 

reconhecimento social, sugerindo que este dano estaria relacionado com 

a depleção dopaminérgica evidenciada no córtex pré-frontal. Entretanto, 

estes resultados podem ser contraditórios, visto que foram acompanhados 

por alterações nos níveis de dopamina no estriado dos animais. 

Os resultados obtidos em nosso trabalho relacionados aos níveis de 

DA no CPF, demonstraram que os ratos que receberam a infusão i.n. de 

MPTP apresentaram depleção dopaminérgica de 45,9% nessa estrutura 

cerebral, quando comparados aos animais do grupo controle. Por outro 

lado, a análise dos dados revelou que os tratamentos com o extrato de I. 

paraguariensis e com o ACG foram capazes de atenuar 

significativamente a diminuição das concentrações de DA no CPF, 

apresentando porcentagens de degeneração dopaminérgica de 28 e 30%, 

respectivamente. Por fim, é importante destacar também que os 

tratamentos com cafeína e com a associação de cafeína + ACG não 

demonstraram capacidade significativa de reverter ou atenuar o dano 

dopaminérgico causado pelo MPTP nos animais. 

A ação do sistema dopaminérgico sobre o controle das funções 

comportamentais é bastante complexa, pois a atividade reduzida ou 

ampliada desse sistema pode gerar prejuízos funcionais (COOLS, 2016). 

O desequilíbrio do sistema dopaminérgico pode impactar sobre sintomas 

relacionados à depressão. Outro ponto que adiciona complexidade a esse 

cenário é o processo degenerativo progressivo. Níveis variados de 

degeneração dopaminérgica podem causar alterações diversificadas na 
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sinalização dopaminérgica em diferentes regiões do cérebro (DREYER, 

2014). 

A conexão entre o CPF e o estriado (via corticoestriatal) está 

envolvida no controle de motivação, de recompensa e de comportamentos 

relacionados à depressão (VOLMAN et al., 2013). Em pacientes 

parkinsonianos pode ocorrer um perfil semelhante de sequência de 

eventos com relação à degeneração parcial, aparecimento de sintomas não 

motores e preservação das funções motoras (BRAAK et al., 2004; 

CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006). 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os 

tratamentos com o EHE de Ilex paraguariensis, cafeína e com a 

associação de cafeína + ACG reverteram a depleção dopaminérgica 

causada pela administração i.n. de MPTP nos animais, apresentando uma 

redução dopaminérgica no estriado de 11,4%, 12,5% e 10,7%, 

respectivamente. Em contrapartida, a redução das concentrações estriatais 

de DA nos animais do grupo controle MPTP foi de 33,6%. O tratamento 

com ACG, por sua vez, apresentou capacidade de atenuar a redução 

dopaminérgica, reduzindo em 16,4% a depleção dopaminérgica 

comparada ao grupo controle MPTP. 

Diante disso, é possível sugerir que o efeito dos tratamentos 

observados no comportamento tipo-depressivo dos animais pode estar 

associado à capacidade de reversão ou atenuação frente à depleção 

dopaminérgica do estriado. 

Os déficits motores significativos observados 21 dias após a 

administração i.n. de MPTP em ratos parece estar associado à depleção 

dopaminérgica no estriado. Entretanto, é preciso avaliar com cautela essa 

correlação, uma vez que os tratamentos com o extrato de I. paraguariensis 

e com as substâncias isoladas não foram capazes de reduzir 

significativamente os prejuízos motores causados pelo MPTP avaliado no 

campo aberto, embora tenham demonstrado capacidade de reverter a 

degeneração de DA no estriado. 

É importante destacar que a avaliação da expressão da enzima 

tirosina hidroxilase (TH) torna-se extremamente importante para melhor 

compreensão da neurodegeneração dopaminérgica verificada na análise 

direta da concentração da catecolamina. A TH, enzima que catalisa a 

conversão da tirosina a L-DOPA é a primeira etapa e também um passo 

limitante na biossíntese da dopamina. A atividade da TH reflete uma 

combinação do ritmo de renovação e da densidade de terminais nervosos 

catecolaminérgicos em algumas regiões cerebrais. A marcação de TH 

vem sendo amplamente utilizada como marcação de morte neuronal da 

via nigroestriatal induzida pelo MPTP (PREDIGER et al., 2011; 
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MATHEUS et al., 2015). Através da técnica da imunohistoquímica, por 

exemplo, é possível demonstrar exatamente as diferentes regiões 

cerebrais de síntese da dopamina, bem como as vias neuronais de projeção 

dopaminérgicas (JÖHREN et al., 1997). Adicionalmente, o ensaio de 

imunodetecção de proteínas (western blot) pode fornecer importantes 

dados quantitativos de TH que auxiliam no entendimento do processo de 

neurodegeneração dopaminérgica nas diferentes regiões cerebrais e seu 

envolvimento na fisiopatologia da DP. 

Diante disso, é importante assumirmos neste momento que a 

ausência de uma avaliação da expressão da enzima TH representa uma 

importante limitação do presente estudo, sendo que estes experimentos já 

se encontram em andamento. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente trabalho exploramos pela primeira vez os efeitos 

comportamentais e neuroquímicos de um extrato hidroetanólico (EHE) de 

Ilex paraguariensis, em um modelo animal da doença de Parkinson (DP) 

induzido pela administração intranasal da neurotoxina MPTP. 

Inicialmente, desenvolvemos e caracterizamos quimicamente um 

extrato hidroetanólico a partir das folhas de I. paraguariensis. Para isso, 

a granulometria da matéria-prima vegetal (MPV) foi padronizada, 

aumentando a superfície de contato com o líquido extrator, permitindo 

maior eficiência na extração. Para a preparação do extrato utilizamos a 

turboextração, processo extrativo por força de cisalhamento, o qual 

permitiu a obtenção de um extrato com altos teores de compostos 

fenólicos e metilxantinas, em curto período de tempo. Considerando sua 

utilização como forma farmacêutica intermediária, efetuamos a secagem 

do extrato por liofilização, visando maior estabilidade, homogeneidade na 

distribuição da composição química na preparação, e maior precisão na 

pesagem em relação a extratos líquidos. 

Posteriormente, realizamos a caracterização do EHE através da 

identificação da composição química e quantificação das substâncias 

majoritárias, etapa importante para o controle de qualidade de extratos 

vegetais. Para isso utilizamos a cromatografia líquida de ultra eficiência 

(CLUE) acoplada à espectrometria de massas (EM) e detector de arranjo 

de diodos (PDA). 

Através de métodos desenvolvidos pelas técnicas citadas, foram 

identificados nove compostos majoritários no EHE de I. paraguariensis, 

as metilxantinas, cafeína e teobromina, os ácidos fenólicos, ácido 3-O-

cafeoilquínico, ácido 5-O-cafeoilquínico (ácido clorogênico), ácido 4-O-

cafeoilquínico, ácido 3,4-dicafeoilquínico, ácido 3,5-dicafeoilquínico e 

ácido 4,5-dicafeoilquínico, e o flavonoide rutina. 

Visando o controle de qualidade do extrato, realizamos a 

quantificação dos marcadores químicos por CLUE-PDA. Considerando 

sua relação direta com os efeitos farmacológicos comprovados pela 

literatura científica, escolhemos como marcadores, um composto de cada 

uma das principais classes de metabólitos da erva-mate. Dessa forma, 

foram quantificados os teores da metilxantina cafeína, do ácido fenólico 

ácido clorogênico, e do flavonoide rutina. A validação dos parâmetros 

analíticos demonstrou que o método desenvolvido foi sensível, preciso e 

exato, assegurando a confiabilidade dos resultados. 

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo na etiologia da 

DP, e a composição química do EHE de I. paraguariensis rica em 
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compostos antioxidantes, realizamos uma triagem in vitro do potencial 

antioxidante do extrato. O EHE demonstrou alto potencial antioxidante 

reativo total, com rápido início e grande duração da capacidade de 

sequestro de espécies reativas no ensaio do TRAP/TAR. Nesse sentido, o 

extrato apresentou grande capacidade de captação do radical hidroxila, 

espécie considerada como a mais reativa e altamente capaz de reagir com 

macromoléculas celulares, causando dano oxidativo. 

Por fim, investigamos os efeitos do EHE de I. paraguariensis, e 

dos compostos cafeína e ácido clorogênico sobre as alterações 

comportamentais e neuroquímicas induzidas pela administração i.n. de 

MPTP, em um modelo animal da doença de Parkinson. O aparecimento 

de déficits olfatórios iniciais, sintomas cognitivos (como perda de 

memórias operacionais) e emocionais (como depressão e ansiedade) é 

consenso na literatura científica atual. Nesse sentido, o protocolo 

experimental realizado neste modelo reproduziu o decurso temporal da 

DP, contemplando tais sintomas, bem como os clássicos sintomas 

motores. 

O EHE de I. paraguariensis demonstrou efeitos benéficos frente 

aos sintomas não motores da DP, e sugerem o envolvimento da cafeína e 

do ácido clorogênico, cujas doses administradas nos animais são 

proporcionais às suas concentrações no extrato. Os principais benefícios 

proporcionados pelo EHE de erva-mate sobre os parâmetros avaliados 

estão discutidos a seguir: 

 Sintomas olfatórios: Redução do dano olfatório precoce no teste de 

discriminação olfatória. O efeito observado para o extrato pode estar 

relacionado com o antagonismo de receptores A2A mediado pela 

cafeína, bem como parece ter o envolvimento do potencial 

antioxidante conferido pelo ácido clorogênico, diminuindo o 

estresse oxidativo. Todavia, para elucidar os mecanismos sugeridos, 

é preciso avaliar por exemplo, parâmetros de estresse oxidativo nas 

estruturas cerebrais estudadas neste trabalho.  

 Sintomas cognitivos: Melhora na memória social de curto prazo no 

teste de reconhecimento social. Embora o tipo de memória avaliada 

pelo teste do reconhecimento social tenha influência olfativa, os 

resultados sugerem que há outros mecanismos cognitivos envolvidos 

no efeito do extrato de erva-mate sobre a memória. 

 Sintomas emocionais: Melhora no comportamento tipo-depressivo 

no splash teste e no teste do nado forçado. O efeito positivo do EHE 

de I. paraguariensis parece ter maior envolvimento do ácido 

clorogênico, o qual apresentou melhor atividade sobre 
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comportamentos como falta de sensação de prazer e apatia, 

conhecidos como anedonia. Apesar disso, a cafeína também 

demonstrou atenuar o prejuízo emocional presente na DP. 

É difícil estabelecer seguramente uma correlação entre os efeitos 

do extrato de I. paraguariensis sobre a neurodegeneração dopaminérgica 

e os sintomas não motores da DP. Tal limitação decorre do fato de que os 

níveis dopaminérgicos cerebrais foram avaliados somente no último dia 

do protocolo experimental. Dessa forma, a magnitude da 

neurodegeneração nos dias em que foram realizados os testes 

comportamentais é desconhecida. 

Em relação aos sintomas motores da DP, o extrato foi capaz de 

atenuar o prejuízo motor precoce avaliado no teste do nado forçado, no 

14º dia de tratamento. Por outro lado, o EHE não demonstrou o mesmo 

efeito sobre o déficit motor tardio, quando realizamos o teste do campo 

aberto, ao final do protocolo experimental (21º dia de tratamento).  

A neurodegeneração dopaminérgica na região cerebral do estriado 

está, conhecidamente relacionada com os danos motores presentes na 

doença de Parkinson. Contudo, em nosso trabalho esta relação não foi 

verificada, a medida que o extrato de erva-mate, bem como a cafeína e o 

ácido clorogênico, protegeu frente à degeneração de DA no estriado, sem 

atenuar o prejuízo motor. Conforme discutido anteriormente, a avaliação 

da expressão da enzima tirosina hidroxilase deve ser realizada para 

compreender melhor esta questão. 

Por fim, é preciso destacar que os benefícios do extrato de erva-

mate demonstrados neste trabalho são significativos, especialmente 

quando avaliamos as alternativas farmacoterapêuticas atualmente 

empregadas no tratamento da DP. A levodopa, fármaco mais utilizado 

para este fim, apresenta boa resposta sobre os sintomas motores, 

entretanto apresenta diversos efeitos colaterais. Dessa forma, a atenuação 

da neurodegeneração dopaminérgica oferecida pelo extrato, e a 

diminuição dos prezuízos não motores precoces da doença de Parkinson, 

sugere o potencial de emprego do EHE de I. paraguariensis como 

adjuvante para o alívio dos sintomas não motores, retardando o processo 

neurodegenerativo. 
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CONCLUSÕES 

 
 As análises por CLUE-PDA e CLUE-EM permitiram a 

caracterização química quali e quantitativa do extrato 

hidroetanólico (EHE) das folhas de Ilex paraguariensis 

desenvolvido, sendo identificados nove compostos 

majoritários: as metilxantinas, cafeína e teobromina, os ácidos 

fenólicos, ácido 3-O-cafeoilquínico, ácido 5-O-cafeoilquínico 

(ácido clorogênico), ácido 4-O-cafeoilquínico, ácido 3,4-

dicafeoilquínico, ácido 3,5-dicafeoilquínico e ácido 4,5-

dicafeoilquínico, e o flavonoide rutina. 

 A caracterização química do EHE de I. paraguariensis 

foi realizada, resultando em teores elevados de metilxantinas e 

compostos fenólicos. Os teores de cafeína, ácido clorogênico e 

rutina presentes no extrato foram de 29,3, 67,5 e 12,4 

miligramas por grama de extrato, respectivamente.  

 O EHE na concentração de 5 µg/mL demonstrou 

potencial antioxidante reativo total, reduzindo 

significativamente os valores de área sob a curva de 

quimiluminescência do luminol no ensaio do TRAP. 

 A concentração de 5 µg/mL do EHE demonstrou 

capacidade de captação do radical hidroxila, reduzindo a 

porcentagem de degradação da 2-desoxirribose. 

 Os tratamentos v.o. com o EHE de Ilex paraguariensis 

(300 mg/kg), cafeína (10 mg/kg), ácido clorogênico (20 mg/kg) 

atenuaram os prejuízos olfatórios causados pela administração 

i.n. de MPTP em ratos no teste da discriminação olfatória. 

 Os tratamentos v.o. com o EHE de Ilex paraguariensis 

(300 mg/kg), ácido clorogênico (20 mg/kg) e a associação de 

cafeína (10 mg/kg) + ácido clorogênico (20 mg/kg) reverteram 

o dano na memória de curta duração causado pela infusão i.n. 

de MPTP em ratos, no teste de reconhecimento social. A 

cafeína (10 mg/kg) atenuou os danos sobre a memória em 

ambos os testes. 

 Os prejuízos emocionais causados pelo MPTP em ratos 
foram atenuados pelos tratamentos v.o. com o EHE de I. 

paraguariensis, cafeína, ácido clorogênico e associação de 

cafeína + ácido clorogênico, no splash teste e nado forçado. 

 O EHE de I. paraguariensis, bem como os compostos 

cafeína e ácido clorogênico, isolados ou em associação, 
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administrados por v.o., não foram capazes de reverter o dano 

motor causado pelo MPTP no teste do campo aberto. 

 Os tratamentos com o EHE de I. paraguariensis, 

cafeína, ácido clorogênico e a associação de cafeína + ácido 

clorogênico reduziram a depleção nas concentrações de 

dopamina causada pelo MPTP no bulbo olfatório e no estriado. 

Por outro lado, somente o extrato e o ácido clorogênico 

reduziram a depleção dopaminérgica causada pelo MPTP no 

córtex pré-frontal. 
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