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GOMES, J. S. Desenvolvimento de método eletroanalitico por voltametria de pulso
diferencial para determinacdo de flavan-3-ol em fitoterapicos. 2021. 112 p.

Dissertacao de Mestrado, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG.
RESUMO

Os metabdlitos especializados sdo produzidos pelas plantas que, além de serem
importantes em sua interacdo com o ambiente, também podem possuir atividades
biolégicas diversas. Os fitoterapicos sdo um exemplo de produtos que sao
produzidos a partir de matéria prima vegetal e sao utilizados como medicamento. O
controle de qualidade é um dos grandes problemas dos fitoterapicos, ja que existem
varios fatores que podem alterar a qualidade do material vegetal, como a
concentracdo de compostos bioativos. Portanto, o desenvolvimento de métodos
analiticos de baixo custo, portateis e rapidos que auxiliem em seu controle de
qualidade se torna interessante. Este trabalho visou o desenvolvimento de um
método eletroanalitico, por voltametria de pulso diferencial (VPD), para a
quantificacdo de flavan-3-ols em fitoterapicos com auxilio de complexagao metalica.
A quelacao de flavonoides com AICl; permite diferenciar algumas classes
flavonoides da classe de flavan-3-ol. O método desenvolvido apresentou bons
resultados de recuperacdo (95,9 +1%), linearidade (R?=0,9978), precisao,
seletividade e baixos limites de detecgdo (2,09 umol L‘1) e quantificacédo
(6,95 pmol L"). Em seguida, a quantificacdo de flavan-3-ol em fitoterapicos (CV1-5)
foi realizada, o que indicou concentragdes de equivalente de catequina de 1,23 a
470,43 mg por grama de fitoterapico, enquanto o método comparativo que determina
o teor de fendis totais apresentou concentragdes de equivalente de acido galico de
17,89 a 513,83 mg por grama de fitoterapico. Entretanto, comparando os
fitoterapicos CV3 e CV4, CV3 apresentou menor teor de flavan-3-ol, porém o seu
teor de fendis totais € maior. Assim, o teor de fendis totais se mostra ineficiente no
uso do monitoramento do teor de flavan-3-ol. A analise por espectrometria de
massas dos medicamentos de cha verde identificou a presenca da classe de
flavan-3-ol, comprovando a presenga desses compostos nas amostras. O resultado
indica que o método desenvolvido € mais seletivo para determinada classe de
flavonoides e é promissor para o uso no controle de qualidade de medicamentos

fitoterapicos que apresenta flavan-3-ols como compostos bioativos.

Palavras-chave: Flavan-3-ol, voltametria de pulso diferencial, controle de qualidade.



GOMES, J. S. Development of electroanalytical method by differential pulse
voltammetry for determination of flavan-3-ol in herbal medicines. 2021. 112 p. M. Sc.

Dissertation, Federal University of Uberlandia, Uberlandia — MG.
ABSTRACT

Specialized metabolites are produced by plants that, in addition to being important in
their interaction with the environment, can also have different biological activities.
Herbal medicines are an example of products that are produced from vegetable raw
material and are used as medicine. Quality control is one of the major problems of
herbal medicines, as several factors can change the quality of vegetal material, such
as the concentration of bioactive compounds. Thus, the development of low-cost,
portable, and fast analytical methods that assist in quality control becomes
interesting. This work aimed to develop an electroanalytical method, using differential
pulse voltammetry (DPV), for the quantification of flavan-3-ols in herbal medicines
with the aid of metallic complexation. Chelation of flavonoids with AICI; allows us to
differentiate some flavonoid classes from the class of flavan-3-ol. The proposed
quantification presented good results of recovery (9591 1%), linearity
(R? = 0.9978), precision, selectivity, and low limits of detection (2.09 umol L), and
quantification (6.95 umol L™). Then, the quantification of flavan-3-ol in herbal
medicines (CV1-5) was performed, which indicated concentrations of catechin
equivalent of 1.23 to 470.43 mg per gram of herbal medicine, while the comparative
method that determines the total phenol content presented concentrations of gallic
acid equivalent from 17.89 to 513.83 mg per gram of herbal medicine. However,
comparing the herbal medicines CV3 and CV4, CV3 had lower flavan-3-ol content,
but its total phenol content is higher. Thus, the content of total phenols proves to be
inefficient in the use of monitoring the content of flavan-3-ol. The analysis by mass
spectrometry of green tea medicines identified the presence of the flavan-3-ol class,
proving the presence of these compounds in the samples. The result indicates that
the developed method is more selective for a certain class of flavonoids and is
promising for use in the quality control of herbal medicines that present flavan-3-ols

as bioactive compounds.

Keywords: Flavan-3-ol, differential pulse voltammetry, quality control.
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1. INTRODUCAO
1.1 JUSTIFICATIVA

A quimica dos produtos naturais € uma ciéncia, no ambito da quimica
organica, que estuda os compostos que sao produzidos por organismos vivos. Esta
ciéncia tornou-se de grande importancia na inspiragdo para o desenvolvimento de
diversos produtos, com vista no estudo de compostos que apresentam bioatividade.
O estudo de alguns compostos, que possuem propriedades terapéuticas e sao
provenientes de materiais vegetais, basearam-se inicialmente no conhecimento
empirico do uso de plantas medicinais por diversas culturas que tinham o propdsito

de tratarem as suas enfermidades (YUAN et al., 2016).

Os produtos naturais (PNs) s&o produzidos pelo metabolismo especializado
das plantas e sao caracterizados por compostos como taninos, saponinas, fendlicos,
alcaloides, flavonoides, terpenos, entre outros. Esses compostos, além de
possuirem um grande valor agregado, revolucionaram a industria de farmacos. Com
o isolamento e identificacdo dessas moléculas, foi possivel avaliar as suas
propriedades, 0 mecanismo de agao e toxicidade. Essas analises apresentaram um
grande avango apdés o desenvolvimento de técnicas espectroscopicas e
espectrométricas, ademais o uso de técnicas hifenadas (CORIA-TELLEZ et al.,
2018; MATSUURA et al., 2018).

Na Figura 1, estao representados alguns PNs bioativos que foram isolados de
plantas e sao utilizados como medicamentos. A morfina € um farmaco de grande
relevancia que foi descoberto e isolado pela primeira vez em 1804 de uma planta da
espécie Papaver somniferum. Este composto € um alcaloide conhecido por possuir
agao analgésica poderosa (DEVEREAUX; MERCER; CUNNINGHAM, 2018). O
paclitaxel, também chamado de taxol, foi originalmente isolado de uma planta da
espécie Taxus brevifolia e € um farmaco anticancer aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) (SECA; PINTO, 2018). A molécula artemisinina foi isolada da
espécie Artemisia annua em 1967 e € um dos farmacos mais potentes utilizados
contra a malaria devido a sua eficiéncia e rapida agdo (KARRI; SHARMA; KAUR,
2019).
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Figura 1. Férmulas estruturais de algumas moléculas de farmacos isoladas de

espécies vegetais.

H  TH,

Morfina Artemisinina Paclitaxel

Fonte: A autora

A biodiversidade do planeta auxilia na descoberta de diferentes classes de
metabdlitos especializados em sua imensa pluralidade. O Brasil, com sua grande
extensao territorial, € um pais que detém uma das maiores biodiversidades do
mundo, ja que é composto por diferentes biomas, tal como Amazénia, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal e possuem cerca de 15% de todas
as especies vivas. Entretanto, apesar da vasta gama de espécies, ainda existem
poucos produtos gerados considerando a proporcdo dessa diversidade. Os
investimentos em pesquisas nesta area apontam grandes potenciais farmacéuticos e
econdmicos (DUTRA et al., 2016; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).

A erva baleeira, nome popular da Cordia verbenacea, € um exemplo de planta
medicinal nativa do Brasil a qual é encontrada no litoral dentro da Mata Atlantica e,
dentre os seus efeitos terapéuticos, destacam-se a acédo anti-inflamatéria e
analgésica. O dleo essencial da erva baleeira deu origem ao fitoterapico brasileiro
com nome comercial Acheflan®, no qual é utilizado topicamente para tratar quadros
inflamatérios (DA SILVA et al., 2019).

Os fitoterapicos sao medicamentos obtidos de fontes vegetais, que possuem

efeitos farmacoldgicos diversos devido as substancias ativas presentes e sao
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utilizados principalmente em paises em desenvolvimento. Esses medicamentos s&o
seguros, entretanto devido a problemas de contaminagao, adulteragdo e coleta em
periodo errado podem se tornar danosos ou afetarem sua acéo. Logo, torna-se de
suma importadncia o controle de qualidade na produgdo, armazenamento e
comercializagdo desses produtos para assegurar maior eficiéncia e seguranga do
fitoterapico. O controle de qualidade na produgéo garante a identificagcdo correta das
plantas, a avaliagcdo de contaminag¢des, a identificagdo de adulteracdo e a
apreciacao da qualidade quimica, no qual torna-se necessario analises qualitativas e
quantitativas do material (BRITO et al., 2016; CARVALHO et al., 2018).

As técnicas mais comumente utilizadas na identificagcdo dos conjuntos de
metabdlitos especializados sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a
espectrometria de massas (EM). A quantificacdo dos metabdlitos € realizada
comumente através de técnicas cromatograficas que podem ser liquidas
(cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE) ou gasosas (cromatografia gasosa-
CG), e podem ser inclusive acopladas as técnicas de identificagdo mencionadas
anteriormente. Além disso, para um método ser utilizado na quantificacdo de
compostos, este deve antes passar pelo processo de validagdo, a qual visa garantir
aquilo que se propde, ou seja, o desempenho adequado e resultados efetivos (LEE
et al., 2017; YIN et al., 2018).

A literatura traz exemplos de validagdo visando o auxilio no controle de
qualidade utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
em plantas medicinais, tal como a quantificagdo de 6 diferentes metabdlitos da
Asarum sieboldii, que € uma planta usada em um medicamento oriental que
apresenta diversos efeitos farmacologicos (JANG; PARK; KIM, 2020) e a
quantificacdo de 8 compostos, incluindo catequinas, em 11 diferentes fitoterapicos
usados no tratamento de obesidade (DURSUNOGLU et al., 2019).

Considerando o alto custo das técnicas cromatograficas devido a sua
instrumentacdo, manutengdo e quantidade de solventes utilizada, bem como o
tempo de analise, surge um interesse em técnicas alternativas mais simples e
acessiveis, tais como os métodos eletroanaliticos, os quais apresentam elevada
sensibilidade, custo moderado e facilidade de portabilidade. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de flavonoides por meio da
voltametria de pulso diferencial (VPD), desenvolver e validar um procedimento de
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quantificacdo de teor de flavan-3-ol em fitoterapicos por meio dessa técnica

concomitante a complexacao metalica.

Alguns estudos utilizando técnicas eletroquimicas e diferentes eletrodos para
a quantificacdo de catequina foram identificadas na literatura como a sua
quantificacdo apds a preparacdo de um eletrodo de trabalho de pasta de carbono
modificado por eletropolimerizagdo de azul de metileno (MANASA et al., 2017) ou o
uso de um eletrodo modificado com um material hibrido (mistura de nanotubos de
carbono de parede unica e subftalocianina) (SENOCAK et al., 2019). Entretanto, o
diferencial deste trabalho ¢é demonstrar que a detecgdo pelos métodos
eletroanaliticos € da classe de flavan-3-ol, também chamada de catequinas, e nao
da (+)-catequina em si; mostrar que existe a possibilidade de quantificagao da classe
de flavan-3-ol em amostras de fitoterapicos utilizando um eletrodo de carbono vitreo
limpo (sem modificagdo da superficie); propor uma unidade de quantificagdo
chamada equivalente de catequina; mostrar que a metodologia comumente utilizada
para medir fenodis totais que é dada em equivalente de acido galico apresenta um
teor muito maior do que realmente existe na amostra e ndo € seletiva para uma

classe especifica de flavonoides.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

Historicamente, os conhecimentos sobre as propriedades terapéuticas de
plantas sdo passados por geragdes e foram utilizados nas mais diversas culturas
perdurando até os tempos atuais. Na Roménia, por exemplo, entre as décadas de
1860 até 1970, foram registradas um total de 153 plantas medicinais com seu uso
tradicional no tratamento de doencgas em criancas, das quais 15 foram avaliadas em
estudos clinicos (PETRAN; DRAGOS; GILCA, 2020). No Ira, com a experiéncia das
pessoas locais, ha relatos de 249 plantas utilizadas com fins medicinais e 35 dessas
plantas possuem testes com atividade bioldgica que incluem atividade inibidora da
acetilcolinesterase, antioxidante, anticancer, antimalarica, antibacteriana e
antifungica (BUSO et al., 2020).
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Ja na comunidade indigena de Totonacas, localizada no estado de Veracruz
(México), foi registrado o uso de 101 plantas medicinais, que sdo utilizadas para
tratamento de 77 doengas, incluindo disturbios intestinais, picadas venenosas e
doencas infecciosas (REIMERS et al., 2019). No Brasil, em uma cidade no litoral de
Sao Paulo, o estudo etnobotéanico indicou o uso de 82 espécies de plantas para 55
usos terapéuticos, como doengas do sistema circulatorio, gastrointestinal,
respiratorio, entre outros (SAUINI et al.,, 2020). No estado do Ceara, onde a
vegetagcdo é a caatinga, o estudo etnoboténico das plantas medicinais da regiao
indicou o uso terapéutico de cerca de 116 espécies para os mais diversos disturbios
(RIBEIRO et al., 2014).

O conhecimento empirico a respeito das propriedades medicinais de plantas
permitiu o estudo cientifico de diversas espécies e compostos que auxiliaram no
desenvolvimento de farmacos. Segundo Newman e Cragg (2020), entre 1981 e
2019, foram aprovadas por 6rgaos internacionais reguladores de medicamentos (por
exemplo, “Food and Drug Administration” (FDA), dos Estados Unidos), uma
quantidade de 1394 medicamentos de pequenas moléculas (categoria que exclui
macromolécula biolégica e vacinas) em que, desconsiderando os medicamentos
totalmente sintéticos, cerca de 66,7% tiveram sua origem com base em produtos
naturais (Figura 2). Os fitoterapicos foram os mais recentes a serem aprovados e
representam hoje cerca de 1% desses farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2020).
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Figura 2. Quantidade relativa e origem de farmacos de pequenas moléculas
aprovados por 6rgaos internacionais reguladores de medicamentos entre 1981 e
2019.

35 333

Quantidade aprovada (%)

N NB ND S S/NM S* S*/NM

Farmacos

Nota: N — Isolado de produto natural; NB — Fitoterapicos; ND — Derivagao
semissintética de produto natural; S — Totalmente sintético; NM — Imitam os produtos
naturais; S* - Sintético e o grupo farmacéforo € um produto natural. Fonte: Adaptado

de Newman e Cragg (2020).

Em virtude da extensa biodiversidade no Brasil e no mundo, ha um grande
potencial para o desenvolvimento de produtos a partir de estudos e pesquisa de
espécies vegetais e PNs, em geral. Os medicamentos fitoterapicos, por exemplo,
possuem uma enorme importancia, principalmente em paises emergentes, ja que a
sua pesquisa e desenvolvimento sdo mais acessiveis financeiramente quando
comparado a medicamentos isolados e/ou sintetizados, o que torna para os
consumidores uma alternativa a opcdes mais caras. No entanto, por serem
medicamentos que contém uma mistura complexa de compostos, em que mais de
uma molécula pode ser responsavel por sua agao terapéutica, devem existir certos
cuidados e regulamentag¢des (GROMEK; DRUMOND; SIMAS, 2015).

Diferente dos medicamentos convencionais, os fitoterapicos sdo produzidos a
partir de matéria-prima vegetal que pode ter varios constituintes naturais, mas de
forma semelhante aos demais medicamentos, devem apresentar propriedades

curativa, paliativa ou profilatica. Esses medicamentos naturais sdo industrializados e
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manipulados e o produto final € apresentado em forma de capsulas, comprimidos,
pomadas e xaropes, podendo ter adicdo de excipientes. Os principais problemas
relacionados a padronizagao da matéria-prima utilizada na produgao de fitoterapicos
sao: adulteracdes, pureza e variagao da composigao quimica, gerando tanto baixo
teor de componentes ativos, reduzindo a acgao terapéutica, quanto elevados teores
de componentes ativos, resultando em superdosagem. Esses fatores e a falta de
sistematizacado dos processos de producdo podem diminuir a qualidade dos insumos
e gerar riscos a saude (DHAMI; MISHRA, 2015; FOROUGHI et al., 2017).
A regulamentagdo e o controle de qualidade tém o objetivo de viabilizar a
comercializagdo de medicamentos fitoterapicos com seguranca, qualidade e que

apresente eficacia comprovada.

A Organizagao Mundial da Saude (OMS), desde 2002, criou uma estratégia
que tinha por objetivo integrar o conhecimento, a regulamentagéo, supervisdo em
diversos paises e promover 0 acesso para populacdées mais pobres da medicina
tradicional e os fitoterapicos sdo um dos produtos citados. O programa foi atualizado
posteriormente, estendendo o projeto até 2023, apoiando os estados membros a
investir em seu potencial nesta area, promovendo o uso seguro de produtos
regulamentados nas praticas profissionais (WHO, 2013). Em 2018, com a estratégia
adotada pela OMS, ja haviam 98 de um total de 194 estados membros adotando
politicas nacionais sobre a medicina tradicional, 124 afirmaram que possuiam leis ou
regulamentos sobre medicamentos fitoterapicos e 125 possuiam um sistema de
registro desses medicamentos, sendo que a maior parte dos estados membros s&o

da regido europeia no quesito de regulamentacgao e registro (WHO, 2019).

O Brasil € um dos paises que possui regulamentacdo de medicamentos
fitoterapicos, os quais podem ser indicados para uso humano ou veterinario. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) regulamenta e registra os
medicamentos de uso humano e o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) regulamenta os de uso veterinario (BRASIL, 2018). A partir
do ano de 2006, apds a implementacado da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos pelo Ministério da Saude, houve um aumento significativo de
programas voltados para a fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS). Em 2012,
haviam 815 municipios com programas voltados para a fitoterapia no SUS
(RIBEIRO, 2019). Os estudos cientificos e essas politicas criadas permitiram
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grandes avangos nessa area, sendo que, atualmente o SUS oferta a populagéao
medicamentos fitoterapicos, que constam na lista da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename) de 2020, de 12 espécies vegetais, os quais séo

oferecidos com diferentes formas farmacéuticas (BRASIL, 2020).

Existem diversos tipos de fitoterapicos que sao registrados e comercializados
pelo mundo e sdo utilizados para diversas finalidades. O Fitoscar®, por exemplo, é
um medicamento fitoterapico com acéo cicatrizante e de redugcado de processos
inflamatorios, o qual € comercializado em forma de pomada, a qual € composta pelo
extrato da planta Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, uma planta tradicional
brasileira conhecida popularmente como barbatimdo (RICARDO et al.,, 2018).
O Gelormytol® é obtido por uma mistura de éleos essenciais das plantas Eucalyptus
globulus, Citrus sinensis, Myrtus communis e Citrus limon (66:32:1:1) que possui
acao antimicrobiana, expectorante, de liberacdo mucociliar, anti-inflamatérias e
antioxidantes e, dessa forma, é utilizado para tratamento dos sintomas da bronquite
aguda e cronica e da sinusite (KOKOSKA et al.,, 2019). Ja o Metactive® & um
fitoterapico a base da planta Camellia sinensis, conhecida como cha verde, com
acao antioxidante e atua na prevencado de doengas cardiovasculares e sua agao e
atividade deve-se a presenca de catequinas (flavan-3-ol), que s&o compostos
fendlicos presentes na planta (SOSNOWSKA; PENSON; BANACH, 2017). Os PNs
sao os compostos responsaveis pela acao terapéutica desses medicamentos e sao

produzidos pelo metabolismo especializado das plantas.

1.2.2. Metabolismo especializado

O metabolismo vegetal é dividido em central e especializado, que consiste em
uma gama de processos bioquimicos que produz compostos importantes para esses
organismos vivos, permitindo o seu desenvolvimento. O metabolismo central (ou
primario) engloba reagdes fundamentais que sao vitais para a sua sobrevivéncia, ou
seja, estd presente em todas as plantas e também auxiliam na sintese de
precursores do metabolismo especializado (ou secundario), que sado altamente
diversificados e € uma manifestagcao das particularidades das espécies advindas da
sua adaptacgao e interacdo com o ambiente (POTT; OSORIO; VALLARINO, 2019).
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Os metabdlitos especializados s&o intrinsecos as plantas e organismos como
fungos e algas. Nas plantas, estes compostos desempenham papeis importantes,
fornecendo caracteristicas que auxiliam em sua defesa contra inimigos naturais, em
sua interacao interespecifica e na atragdo de polinizadores (GUERRIERO et al.,
2018; STEVENSON, 2020). As classes de moléculas produzidas podem variar e se
limitar a certas familias, géneros e espécies de plantas. Além disso, fatores como
sazonalidade, periodo do dia, a fase de crescimento, temperatura, disponibilidade
hidrica, quantidade de luz, biodisponibilidade de nutrientes, entre outras condigcdes
também podem afetar a abundéncia desses compostos (MAHAJAN; KUIRY; PAL,
2020; YANG et al., 2018).

Os principais grupos de fitoquimicos produzidos s&o os compostos
nitrogenados (alcaloides), compostos fendlicos e os terpenos. Os compostos
nitrogenados sdo produzidos pela via do chiquimato e por aminoacidos alifaticos
oriundos do ciclo de Krebs. Os compostos fendlicos sdo produzidos pela via do
chiqguimato e do acetato-malonato (EGBUNA et al.,, 2018). Os terpenos sao
produzidos pela via do mevalonato e do metileritritol fosfato. A Figura 3 mostra as
rotas metabdlicas desses compostos e sua correlacdo com o metabolismo central
das plantas, que envolve rotas responsaveis pela respiracdo aerdbica e a sintese de
trifosfato de adenosina (ATP), como a via da pentose fosfato, a glicélise e o ciclo de
Krebs (CSEKE et al., 2006).
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Figura 3. Correlacéo entre o metabolismo central e biossintese dos metabdlitos

especializados.
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Fonte: Adaptado de Cseke e outros (2006)

Os alcaloides sdo compostos predominantemente de carater basico pois
possuem pelo menos um atomo de nitrogénio. Esses compostos, na sua maioria,
sao originados de aminoacidos como o acido aspartico, arginina, fenilalamina, lisina,
ornitina, tirosina e triptofano, mas que podem também ter origem nos terpenos,
purinas e policetideos. A variedade estrutural dos alcaloides € enorme e, essa
diversidade, esta intimamente ligada aos precursores biossintéticos e as suas
reagoes. Considerando o aminoacido que origina o anel heterociclico, os alcaloides
podem ser classificados em: pirrolidina, tropano, piperidina, pirrolizidina,
quinolizidina, isoquinolina e alcaloides inddlicos, como mostrado na Tabela 1
(CIMMINO et al., 2017; CSEKE et al., 2006; XIA et al., 2020).
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Tabela 1. Lista das principais classes de alcaloides biossintetizados pelas plantas.

Classe Anel heterociclico  Aminoacido precursor Exemplos

Pirrolidina Acido aspartico Nicotina, higrina

N Atropina, cocaina,
Tropano Ornitina

escopolamina

. o Coniina, cassina,
Piperidina Lisina . .
espectalina, lobelina

N
()
Pirrolizidina CE> Ornitina Senecionina
N
99
O

Quinolizidina Lisina Lupinina, esparteina

o N o Codeina, morfina,
Isoquinolina Tirosina

papaverina

AN

N
N
Inddlico ©i> Triptofano Vimblastina, reserpina

Fonte: Adaptado de Cseke e outros (2006)

De maneira geral, os alcaloides apresentam toxicidade para os herbivoros, o
que garante a defesa quimica das plantas contra pragas, todavia essa classe de
compostos possui importantes propriedades medicinais para os humanos. A
Figura 4 apresenta as formulas estruturais de dois alcaloides que possuem
propriedades medicinais como a atropina, um medicamento anticolinérgico da classe
dos tropanos, e a reserpina, um alcaloide indélico que possui efeito hipotensor. Além
disso, muitos alcaloides possuem atividade sedativa, antidiabética, antibacteriana,
antioxidante, anticancer, anti-inflamatéria, antifungica, estimulante do sistema
nervoso central, entre outras (DEBNATH et al., 2018; MASI et al., 2019; RASOULI et
al., 2020).
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Figura 4. Férmulas estruturais de dois alcaloides com propriedades medicinais.
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Fonte: A autora

Os terpenos sao compostos que apresentam unidades de isopreno
(2-metilbutadieno). Esses metabdlitos sdo oriundos da via do mevalonato e
metileritritol fosfato que levam a sintese dos intermediarios difosfato de isopentenila
(IPP) e o seu isbmero difosfato de dimetilalila (DMAPP), que se encontram em
equilibrio. Os intermediarios IPP e DMAPP sofre reagao de condensacgao originando
o precursor dos monoterpenos, geranil pirofosfato (GPP). Adicionando-se
sucessivamente o IPP ao GPP por reagdes de condensagédo e com algumas outras
reagcoes e/ou rearranjos, diferentes estruturas e classes de terpenos sao
biossintetizadas (BERGMAN; DAVIS; PHILLIPS, 2019; EGBUNA et al., 2018). A
classificagdo desses compostos se baseia no numero de unidades de isopreno
presentes na estrutura, como apresentado na Tabela 2 (ASHOUR; WINK;
GERSHENZON, 2018).
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Tabela 2. Lista da classificacdo dos terpenos de acordo com a quantidade de

unidades de isopreno na molécula.

N° de carbonos U_nidades de Classificacao Exemplos
isoprenos

5 1 Hemiterpenos isopreno
10 2 Monoterpenos pulegona, linalol
15 3 Sesquiterpenos a-humuleno, poligodial
20 4 Diterpenos paclitaxel, esclareol
30 6 Triterpenos esqualeno, a-amirina
40 8 Tetraterpenos B-caroteno, zeaxantina

Fonte: Adaptado de Ashour e outros (2018)

Existe uma grande diversidade de terpenos em plantas e, em geral,
desempenham papeis importantes nas interagdes ecoldgicas das plantas com
animais. Os monoterpenos sdo compostos volateis encontrados principalmente em
Oleos essenciais e sao conhecidos por sua fragrancia, atuando na planta como
atraente de polinizadores ou repelente de predadores. Os sesquiterpenos agem
como mecanismo de defesa em plantas, ja que muitos possuem um sabor amargo
ou desagradavel para alguns herbivoros. Os diterpenos sdo compostos envolvidos
na regulagdo do crescimento das plantas. Os triterpenos s&o precursores de
esteroides e os tetraterpenos sao responsaveis, sobretudo, pela pigmentacdo das
plantas. Além disso, esses compostos também possuem atividades biologicas
variadas, inclusive para uso medicinal (COX-GEORGIAN et al., 2019).

Na Figura 5 estdo representadas estruturas de diferentes terpenos. O linalol é
um monoterpeno que apresenta atividades anti-inflamatéria, anticancer,
antimicrobiana, antinoceptiva, entre outras (PEREIRA et al., 2018), o poligodial € um
sesquiterpeno que possui uma potente atividade antifungica (CARRASCO et al.,
2017). O diterpeno esclareol é conhecido por sua agao anticancer (DUAN et al.,
2018), enquanto o triterpeno esqualeno possui atividades antioxidantes e anti-
inflamatodrias (LOU-BONAFONTE et al., 2018). Ja a zeaxantina, € um tetraterpeno
antioxidante encontrado em diversos alimentos e apresenta diversos beneficios a
saude humana (MURILLO; HU; FERNANDEZ, 2019).
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Figura 5. Férmulas estruturais de alguns terpenos.
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Fonte: A autora

Os compostos fendlicos sdo encontrados em praticamente todas as plantas,
apresentam uma enorme variedade estrutural em que possuem grupos hidroxila
(-OH) ligados ao anel aromatico e sao sintetizados pelas vias do chiquimato e do
acetato-malonato. Esses compostos atuam como defesa das plantas, por exemplo,
na protecdo contra a radiacdo UV, e sao 0s principais responsaveis por sua
atividade antioxidante. Eles podem variar de moléculas mais simples até compostos
altamente polimerizados e sao categorizados de acordo com o arranjo € 0 numero
de atomos de carbono (DURAZZO et al., 2019; TSIMOGIANNIS; OREOPOULOU,
2019; VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019), como apresentado na Tabela 3.



Tabela 3. Lista de classificacdo dos compostos fendlicos de acordo com a

disposicao estrutural dos carbonos.
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Classe Esqueleto
Fendis simples, benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoicos Ce—C1
Acetofenonas, acidos fenilacéticos, alcool fenetilico Ce—C>
Fenilpropanoides: acido hidroxicinamico, cumarinas Ce—Cs
Xantonas, benzofenonas, Ce—C1—Cs
Estilbenos, antraquinonas Ce—Co—Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (Ce—Ca)2
Ligninas (Ce—Cs)n
Taninos condensados (proantocianidinas) (Ce—C3—Co)n

Fonte: Adaptado de Vuolo e outros (2019) e Tsimogiannis e outros (2019)

A Figura 6 mostra alguns exemplos de compostos fendlicos com a estrutura

dos atomos de carbono dispostos da forma Cs—C,. Os fendis simples (Cs) séo os

compostos menos comuns de serem encontrados nas plantas medicinais. O acido

galico, um exemplo de acido fendlico com estrutura Cg—C4, € encontrado em

diferentes espécies vegetais e possui atividades anticancer,

antioxidante e

antibacteriana. O hidroxitirosol, com esqueleto Cs—C,, € um potente antioxidante

encontrado em azeite de oliva, enquanto o acido p-cumarico, com esqueleto Cs—Cs,

possui relatos de atividade anticancer e a herniarina, também Cg—C3 da classe das

cumarinas, possui atividade antinociceptiva (CHERIYAN SR et al, 2017;

GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018; SHAHIDI; YEO, 2018).
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Figura 6. Formulas estruturais de alguns compostos fendlicos com esqueleto Ce—Ci..
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Fonte: A autora

Os compostos em que os padrdes das estruturas basicas estao dispostos na
forma CeC,—Ce sao, por exemplo, as xantonas, benzofenonas, estilbenos,
antraquinonas, flavonoides e isoflavonoides, como mostrado na Figura 7. Todas
essas classes possuem diversas moléculas com variadas bioatividades. Algumas
xantonas e benzofenonas possuem atividades antivirais (PAILEE et al., 2018), os
estilbenos, além de proteger as plantas de patdgenos, possuem atividades anti-
inflamatorias e anticancer (AKINWUMI; BORDUN; ANDERSON, 2018), enquanto a
classe das antraquinonas sado importantes agentes anticancer (TIKHOMIROV;
SHTIL; SHCHEKOTIKHIN, 2018). Os flavonoides sdo abundantes, sendo o maior
grupo de compostos fendlicos e amplamente distribuidos no reino vegetal, no qual

serao discutidos no préximo topico.
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Figura 7. Foérmulas estruturais basicas e classificagdo de compostos fenolicos com

esqueleto Cs—C,—Ce.
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Fonte: Adaptado de Tsimogiannis e outros (2019)

Por fim, tém-se as lignanas, comumente encontradas em plantas, sao
dimeros de alguns fenilpropandides (Cs-C3) formados por acoplamento oxidativo da
cadeia lateral de duas dessas moléculas. As ligninas s&o, portanto, macromoléculas
(polimeros de fenilpropanoides) e que sdo encontradas na parede celular, conferindo
rigidez as plantas. Os taninos condensados, também chamados de
proantocianidinas, sao oligbmeros e polimeros de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol e
apresentam, principalmente, atividade antioxidante para as plantas (SIMOES et al.,
2017).

1.2.3. Flavonoides

Os flavonoides sdo os mais comuns e o maior grupo de compostos fendlicos
em produtos naturais. Nas plantas, sdo responsaveis por atrair polinizadores e

dispersores de sementes, além de proteger a planta contra os raios UV. Esses
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compostos apresentam 15 carbonos em sua estrutura basica e s&o constituidos por
dois anéis aromaticos (A e B) que sao ligados por trés carbonos que podem ou nao
formar um anel heterociclico (C). Considerando os flavonoides com anel
heterociclico de 6 membros, que podem variar o seu grau de insaturagcado e de
oxidacdo e a posicdo do anel aromatico B, tem-se as principais classes de
flavonoides: antocianina, flavan-3-ol, flavanona, flavonol, flavona e isoflavona (Figura
8) (WANG,; LI; BI, 2018).

Figura 8. Férmulas estruturais basicas e classificagéo dos flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Wang e outros (2018)

Os flavonoides sao originados a partir de duas rotas biossintéticas. Na via do
chiquimato é produzido o aminoacido fenilalanina que é transformado em &acido
cindmico com uma eliminagdo de amina, em seguida, ocorre uma hidroxilagéo,
formando o acido p-cumarico, que apoés ser acetilado com um acetil-CoA produz o
precursor p-coumaroil-CoA. O p-coumaroil-CoA reage com trés moléculas de
malonil-CoA produzidas na via do acetato, e a reagcdo de condensacgao € catalisada
pela enzima chalcona sintase (CHS), produzindo chalconas. As chalconas séo
precursoras da sintese de liquiritigenina e naringenina, duas flavanonas (Figura 9) e
esses produtos seguem muitas etapas enzimaticas gerando diversas outras classes
de flavonoides, assim como os flavan-3-ols (Figura 10) (DEWICK, 2009; KU et al.,
2020; ZHAO et al., 2020).
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Figura 9. Biossintese de flavanonas com precursores da via do chiquimato e acetato.
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33
Figura 10. Biossintese de outras classes de flavonoides a partir de flavanonas.
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Nota: IFS — isoflavona sintase; FNS — flavona sintase; FLS — flavonol sintase; DFR —
dihidroflavonol 4-reductase; LAR — leucoantocianidina reductase; LDOX —
leucoantocianidina dioxigenase; UFGT — UDP-glicose flavonoide-3-O-glicosideo

transferase. Fonte: Adaptado de Ku e outros (2020).

Os flavonoides sdo encontrados em diversos alimentos e, no geral, sédo
conhecidos pela sua capacidade antioxidante. Isso ocorre pois os radicais gerados
nas hidroxilas dos grupos fendlicos sdo estabilizados devido ao seu sistema
conjugado presente nos flavonoides, contribuindo para a deslocalizagédo do elétron

desemparelhado do radical. Devido a esta propriedade, o seu consumo esta ligado a
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prevencao de doengas causadas por estresse oxidativo (EBEGBONI; DICKENSON;
SIVASUBRAMANIAM, 2019). Um exemplo seria a utilizagdo para retardar o
desenvolvimento de doengas inflamatérias, como por exemplo, a quercetina
(flavonol), a luteolina (flavona), a genisteina (isoflavona) e a cianidina (antocianidina)
que possuem relatos de agado anti-inflamatéria contra a asma, uma patologia
caracterizada pela inflamacado das vias aéreas, obstrucdo e hiperresponsividade
brénquica (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). Alguns flavonoides também
possuem atividades antivirais, como é o caso da naringenina (flavanona) que possui
atividade contra o virus da hepatite B (HCV) e a epigalocatequina-3-galato (flavan-3-
ol) que inibe a entrada do virus da hepatite B (HBV) nas células (NINFALI et al.,
2020). Além disso, essas biomoléculas apresentam propriedades anticancer,

antibacteriana, antidiabética, antifungicas e antimalarica (ULLAH et al., 2020).

Devido ao sistema conjugado dos anéis aromaticos, os flavonoides
apresentam absorg¢do no espectro UV-Vis com transi¢gbes do tipo T->1*. Em geral,
esses compostos apresentam dois maximos de absorgao ocorrendo um entre 240 e
285 nm (banda I, sistema benzoil) devido a presenga do anel A e outro entre 300 e
400 nm (banda I, sistema cinamoil) pela presenca do anel B. Os ligantes presentes
na molécula e a extensdo da conjugacao sao responsaveis pelas variagbes das
bandas de absorcdo de diferentes classes e compostos (SIMOES et al., 2017).
Outra caracteristica desses compostos € a capacidade quelante devido a presenca
de grupos hidroxilas e carbonila. Os flavonoides possuem até trés sitios quelantes
possiveis para o metal, tendo como exemplo a quercetina (Figura 11), e no caso dos
flavonoides glicosilados, ainda é possivel possuir outros sitios. Além disso, os
espectros UV-Vis encontrados na literatura mostram que as reagdes de
complexacado provocam deslocamentos no comprimento de onda das bandas de
absorcao (KHATER et al., 2019).
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Figura 11. Férmula estrutural da quercetina e trés possiveis sitios de quelagao desse

flavonoide.

Fonte: A autora

Os flavan-3-ois e os flavan-3,4-diéis podem formar oligbmeros ou polimeros,
chamados proantocianidinas e sao os produtos finais da via biossintética dos
flavonoides. As proantocianidinas de epi/catequina sdo chamadas de procianidinas.
As ligacbes entre os monémeros podem ocorrer entre 0 C4 e C8 ou entre 0 C4 e o
C6 de flavan-3-ols ou flavan-3,4-didis, e quando é epi/catequina classifica-se em
procianidina B. As ligagdes entre os mondmeros podem também ocorrer com uma
ligacdo adicional entre o C2-O-C7 ou C2-O-C5 (Figura 12), que quando é
epi/catequina classifica-se em procianidina A. Esses compostos sdo encontrados em
diversas partes das plantas, inclusive em alimentos como sementes e frutas, e
apresentam potenciais terapéuticos como propriedade antioxidante, cardioprotetora,
neuroprotetora, antiobesidade, antidiabética, anticAncer e antimicrobiana (RAUF et
al., 2019; YU et al., 2020).
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Figura 12. Representacgéo do tipo de ligagado formada em proantocianidinas.
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Fonte: Adaptado de YU e outros (2020)

1.2.4. Analises de compostos fendlicos e flavonoides

A CLAE acoplada as técnicas espectroscopicas e espectrométricas sao
bastante empregadas na deteccéo de flavonoides e sdo importantes em sua analise,
elucidacdo e quantificagcdo, porém sao métodos de alto custo de manutencéo,
exigem elevada quantidade de solvente em grande parte dos equipamentos e
exigem um maior tempo de analise pois depende de separagdo cromatografica.
Dessa forma, técnicas classicas ainda sdo bastante empregadas nas analises
preliminares devido sua facilidade e baixo custo. Uma das técnicas qualitativas
classicas mais empregadas € a cromatografia em camada delgada (CCD), na qual
consiste em uma fase estacionaria fixada em uma placa de suporte e uma fase
movel com uma combinacido de solventes especificos dependendo da composicao
do extrato vegetal. O revelador mais comum é a luz ultravioleta empregada em dois
diferentes comprimentos de onda (254 e 365 nm) e, apds essa analise, é possivel
empregar reveladores quimicos para a deteccao de diferentes classes de moléculas.
Os reveladores NP-PEG (difenilboriloxietilamina) e o cloreto de aluminio (AICl3), por
exemplo, sdo especificos para a detec¢ao de flavonoides (SAMPIETRO; BERTINI
SAMPIETRO; VATTUONE, 2020).

Algumas técnicas de analise quantitativa englobam certa classe de moléculas,

como por exemplo, a determinagdo do teor de fendis totais. Nesta analise, os
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compostos fendlicos sdo detectados através da reagdo com o reagente
Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato-fosfotungstato) resultando um complexo azul cuja
intensidade aumenta linearmente a 760 nm. Ja para a determinacao do teor de
flavonoides, que se baseia na complexacdo desses compostos com AICIl;, uma
curva analitica € construida utilizando como padrdao um flavonoide e o complexo
formado € monitorado em 415 nm (POBIEGA et al., 2019). Entretanto, essa técnica
nao € eficiente na detecgao de flavan-3-ol, pois em meio acido ou neutro esses
compostos ndo complexam com AICl;; em meio basico os flavan-3-ols até
complexam através de uma metodologia complexa, mas as catequinas n&o sao
estaveis nesse meio, 0 que compromete a precisdo deste método (PEKAL;
PYRZYNSKA, 2014). Sendo assim, essas técnicas, apesar de serem simples e
importantes, ndo possuem tanta especificidade e trazem informagdes incompletas a
respeito da composi¢cado quimica do material vegetal quando se quer determinar uma
classe especifica de compostos (ATOMSSA; GHOLAP, 2015).

A eletroanalitica também é utilizada em analises de compostos fendlicos,
sendo possivel ser empregada em sua quantificacdo. Além disso, abrange um
conjunto de métodos e procedimentos que possuem vantagens em relagdo as outras
técnicas, como menor custo, maior sensibilidade, resposta rapida, baixo consumo de
reagentes e muitas vezes é dispensavel o tratamento prévio da amostra. As técnicas
eletroanaliticas fornecem dados importantes a respeito dessas moléculas
eletroativas, como a propriedade redox, fornecendo informacdes sobre a
transferéncia de elétrons. A Figura 13 apresenta a reagdo de oxirredugdo da
catequina e, no processo de oxidagcao eletroquimica, € formada a sua respectiva
quinona. As principais técnicas utilizadas na analise dos compostos fendlicos sao a
voltametria ciclica (VC), a voltametria de onda quadrada (VOQ) e a voltametria de
pulso diferencial (VPD) (CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020; ZHUPANOVA et al.,
2020; ZIYATDINOVA; KOZLOVA; BUDNIKQV, 2018).
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Figura 13. Representagéo da reacdo de oxirredugéo da catequina.

Fonte: Adaptado de Ziyatdinova e outros (2018)

Os métodos eletroanaliticos consistem no uso de uma cela eletroquimica
contendo o eletrdlito de suporte e eletrodos. Uma diferenca de potencial é aplicada
entre os eletrodos gerando uma transferéncia de elétrons durante o processo de
oxirredugao, sendo possivel delinear e mensurar algumas propriedades elétricas. Na
voltametria, os processos estudados ocorrem no eletrodo de trabalho, ja o eletrodo
de referéncia fornece um potencial de referéncia fixo e o eletrodo auxiliar assegura o
sistema potenciostatico. Dessa forma, na voltametria existe um potencial aplicado de
forma ajustada que gera uma corrente que € medida e registrada em forma de um
voltamograma. A intensidade da corrente gerada € proporcional a concentragado dos

compostos eletroativos presentes na amostra (SCHOLZ, 2015).

Na VPD, os pulsos de amplitude fixa sdo sobrepostos a uma rampa de
potencial linearmente crescente. Na Figura 14, observa-se o sinal de excitacdo do
potencial em relacdo ao tempo, em que a corrente € medida duas vezes, uma antes
da aplicacao do pulso e outra ao final da aplicacdo do pulso e o seu valor final é a
diferenca entre esses dois valores. O pulso aplicado possui uma pequena amplitude
que pode variar de 10 a 100 mV, o comprimento do pulso geralmente tem valores
entre 40 e 60 ms e o tempo de intervalo entre os pulsos varia entre 0,5 e 5s. Os
voltamogramas gerados de corrente versus potencial possui a forma da distribuigdo
gaussiana (HOYOS-ARBELAEZ; VAZQUEZ; CONTRERAS-CALDERON, 2017;
LABIB; SARGENT; KELLEY, 2016).
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Figura 14. Sinais de excitagédo e voltamograma tipico obtido por VPD.
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Fonte: Adaptado de Hoyos-Arbelaez e outros (2017)

O uso da VPD permite a determinagcéo de compostos eletroativos na faixa de
concentracdo entre 107 e 10°® mol L. Baixos valores de concentracdo sdo possiveis
de se obter, pois ha a corregcao da corrente de fundo apés a diferenca das duas
medidas de corrente. Dessa forma, a VPD €& extremamente utii em medir niveis
tragos tanto de compostos organicos, quanto inorganicos (SCHOLZ, 2015; WANG,
2006a). Levando em consideragcao que os flavonoides encontrados, por exemplo,
em medicamentos fitoterapicos, sdo moléculas eletroativas, € possivel desenvolver
métodos eletroanaliticos para a analise desses compostos, visando auxiliar no
controle de qualidade do material vegetal. Um exemplo pratico do uso da VPD na
analise de compostos organicos inclui a quantificagao de quercetina e luteolina, dois
flavonoides presentes na paprica (CHAMIZO-GONZALEZ; MONAGO-MARANA;
GALEANO-DIAZ, 2017) e a quantificagdo de quercetina e rutina em plantas
medicinais, utilizando eletrodos modificados (ZIYATDINOVA et al., 2019).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar uma metodologia eletroanalitica para analise de teor de
flavan-3-ol em amostras de medicamentos tradicionais fitoterapicos empregando a

técnica de voltametria de pulso diferencial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a resposta eletroanalitica de alguns flavonoides em diferentes
eletrélitos de suporte por meio da voltametria de pulso diferencial;
e Determinar o perfil voltamétrico de diferentes flavonoides via voltametria de
pulso diferencial (VPD);
e Validar o método analitico para determinar o teor de flavan-3-ol em
equivalente de catequina;
e Preparar extratos metandlicos dos fitoterapicos;
e Aplicar o método de quantificagcdo desenvolvido nos extratos metandlicos de
fitoterapicos;
e Determinar o teor de fendis totais dos extratos de fitoterapicos pelo método
Folin-Ciocalteu e comparar com o teor de equivalente de catequinas;
e Identificar os flavonoides presentes nos fitoterapicos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplada espectrometria de massas (CLAE-EM).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTAGCAO

Balanca analitica SHIMADZU modelo ATX224
Lavadora ultra-s6nica modelo USC-750 Unique
Micropipeta Eppendorf Research plus 100-1000 pL
Micropipeta Eppendorf Research plus 20-200 uL

Potenciostato Dropsens pSTAT300 conectado a um microcomputador

equipado com o software Dropview 8400.

Agitador magnético com aquecimento C-MAG HS 7

Banho de aquecimento redondo modelo 550

Espectrofotdbmetro Thermo Scientific modelo GENESYS 10S UV-Vis
Cubeta em quartzo da marca Kasvi e modelo K22-135-Q

Espectrometro de massas de alta resolugéo Bruker Daltonics modelo MaXis

3G com uma fonte de electrospray (ESI) e analisador quadrupolo g-TOF

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

As amostras de produto tradicional fitoterapico de cha verde (C. sinensis)

foram obtidos por meio de diferentes farmacias de manipulacao em Uberlandia, MG,

Brasil: Naturallis (CV1), Farmacia Homeopatica Mineira (CV2), Farmativa (CV3),

Farmacia Nossa Sra. da Guia (CV4) e Exata (CV5). Também foram utilizados

amostras de outros fitoterapicos, o Fitoscar® e Ginkgo biloba.

A Tabela 4 apresenta as especificacbes das substancias utilizadas para o

preparo das solugdes utilizadas neste trabalho, no qual apresenta a purezalteor,

informagdes da empresa de onde foi adquirido e a localizagdo do laboratério

fornecedor.
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Tabela 4. Especificagdes das substancias utilizadas no preparo das solugdes

utilizadas nos experimentos realizados neste trabalho.

Substancia P:.;iia/ Empresa Origem
Catequina 98,0 %  Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Quercetina 95,0 %  Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Rutina 95,0 %  Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Epigalocatequina-galato 295,0 % Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Acido gélico 99,0 % Vetec Duque de Caxias, RJ (Brasil)
Cloreto de aluminio 99,5 % Vetec Duque de Caxias, RJ (Brasil)
Acterti?]’ggrg?azcgdio 99,0 % Vetec Duque de Caxias, RJ (Brasil)
Cloreto de litio 99,0 % O%C;gfcs Geel (Belgium)
Metanol 99,5 % Vetec Duque de Caxias, RJ (Brasil)
Acido sulfarico 98,0 % Labsynth Diadema, SP (Brasil)
Acido acético 99,7 % Labsynth Diadema, SP (Brasil)
Folin-Ciocalteu - Dinamica Indaiatuba, SP (Brasil)

Fonte: A autora

3.3 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO UV-Vis

Para a obtencgao dos espectros UV-Vis foi realizada a leitura do metanol como
branco e de uma solugéo padrao de cada flavonoide (catequina, quercetina e rutina)
com concentragdes de 125 ymol L™ cada, preparadas em metanol. Utilizou-se uma
cubeta em quartzo modelo K22-135-Q da marca Kasvi e um espectrofotdbmetro
Thermo Scientific modelo GENESYS 10S UV-Vis. A varredura foi realizada de 200 a
600 nm.
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3.4 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

As avaliagdes realizadas para o desenvolvimento e a validacdo da
metodologia eletroanalitica foram conduzidos utilizando-se um potenciostato
Dropsens uSTAT300 (Figura 15) conectado a um microcomputador equipado com o

software Dropview 8400.

Figura 15. Potenciostato Dropsens uySTAT300 utilizado nas analises eletroanaliticas.

V'

=5 Y

Fonte: A autora

A Figura 16 ilustra a célula eletroquimica utilizada nas analises, a qual possui
formato cilindrico, produzida com vidro, com dimensdes de 5 cm de altura e 2,5 cm
de diametro. O esquema de eletrodos € composto por trés eletrodos: eletrodo de
trabalho de carbono vitreo (d = 1,5 mm, BASI® — West Lafayette, EUA), eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl em solucao saturada de KCI e um fio de platina foi empregado
como eletrodo auxiliar. A agitagdo do sistema foi realizada utilizando agitador
magnético (1 cm comprimento e 3 mm de didmetro). Os parédmetros utilizados na

analise encontram-se na Tabela 5.
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Figura 16. Imagem e esquema da célula eletroquimica convencional com o sistema
de trés eletrodos e uma barra magnética. 1: eletrodo de trabalho; 2: eletrodo de

referéncia; 3: eletrodo auxiliar.

Fonte: A autora.

Tabela 5. Parametros para a técnica de pulso diferencial (VPD).

Parametros Valor
Velocidade de varredura (mV s™) 25
Degrau de potencial (mV) 6
Amplitude (mV) 60

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2020).

O polimento da superficie do eletrodo de trabalho de carbono vitreo foi
realizado por friccdo mecanica utilizando uma suspensao de alumina em agua sobre

uma superficie de tecido aveludado umedecida.

3.4.1 Perfil voltamétrico de flavonoides

A avaliagao do perfil voltamétrico dos flavonoides em diferentes solu¢des de
eletrélitos de suporte foi realizada inicialmente com o preparo de solugdes padrao

em metanol: catequina, quercetina e rutina 10 mmol L™ em baldes volumétricos de
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10 mL; cloreto de aluminio 50 mmol L' em baldo de 25 mL; eletrdlitos de suporte,
em baldes volumétricos de 100 mL, acido sulfurico 0,5 mol L'1; cloreto de litio

0,5mol L e tampao acetato com pH 4,8.

Na célula eletroquimica adicionou-se 9 mL da solugéo contento o eletrélito de
suporte e realizou-se a varredura utilizando a técnica de VPD com no intervalo de
potencial de oxidacédo de 0 a 1,6 V (medida do branco). Na sequéncia, foi adicionado
1 mL da solugdo de flavonoide, apés uma diluicdo de 1:1 da solugdo padréo
(10 mmol L'1), agitando-se levemente a mistura e, em seguida, foram realizadas as
medicdes voltamétricas em triplicata, limpando o eletrodo de carbono vitreo entre as
medidas. Posteriormente, em um frasco com tampa, misturou-se 2 mL da solugéo de
flavonoide (10 mmol L™') com 2 mL da solucgéo de AICI; por aproximadamente 30 min
e, apos a lavagem do sistema, repetiu o procedimento anterior, entretanto utilizou-se

1 mL da solucio obtida pela reagao para a medida voltamétrica.

3.4.2 Paréametros de validagdo analitica

3.4.2.1 Ensaio de recuperacao e linearidade

Os ensaios para a obtengao de parametros de recuperagao e linearidade foi
utilizado o método de adigao de padrao e para simular uma solugdo do complexo de
aluminio do extrato de fitoterapicos foram utilizados outros flavonoides comuns junto
a catequina. Para as analises foram preparadas: uma solucao do eletrdlito de H,SO,4
(0,5 mol L', metanol), uma mistura de catequina, quercetina e rutina (1 mmol L™,
metanol), uma solugdo de catequina (10 mmol L', metanol) e duas solugdes de
AICI;5 (10 e 25 mmol L™, metanol). Tanto a solucédo de mistura de flavonoides, quanto
a solugcdo de catequina, foram previamente misturadas com AICl; (reagdo de
complexacdo) com concentragdes de 10 e 25 mmol L™, respectivamente, por 20

minutos na proporg¢ao de 1:1 a temperatura ambiente.

Na célula eletroquimica adicionou-se 9 mL do eletrolito e mediu-se o branco,
por meio da VPD, na faixa de potencial de 0 a 1,4 V, no qual foi escolhida
considerando o perfil voltamétrico e o potencial de oxidagcdo dos flavonoides
avaliados anteriormente. Em seguida, adicionou-se 1 mL da mistura de flavonoides

apo6s a reacao de complexacao e foi realizada uma nova medida. As determinacdes
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foram realizadas em triplicata, polindo o eletrodo de trabalho entre essas medidas.
Na mesma célula que continha a mistura foi adicionada aliquotas de 20 pL,
aumentando a concentragdo de catequina complexada na cela eletroquimica, na
faixa entre 10 e 60 uymol L™, A curva analitica foi construida com os valores da area
dos picos no potencial de oxidagao de 1,06 V. Apds a obtengdo da concentracao
meédia experimental por meio da curva analitica, utilizou-se a Equacao 1 para obter-

se do parametro de recuperagao.

~ CME
Recuperacao = or .100  Equagao 1

Sendo “CME” a concentracdo média experimental e “CT” a concentracéo

teodrica.

3.4.2.2 Limite de deteccdo, limite de quantificacdo, repetibilidade e preciséo

intermediaria do método de quantificagao

O método do sinal-ruido foi utilizado para determinar os limites de detecgao
(LD) e de quantificagao (LQ), em que foram calculados por meio da Equagao 2 e 3
(BRASIL, 2017; INMETRO, 2016).

3.
LD = % Equacéo 2

10.
LQ = % Equacéo 3

Sendo “0” o desvio padrao dos 10 brancos e “a” o coeficiente angular ou

inclinagao da curva de calibragao.

Na célula eletroquimica foi adicionado 10 mL do eletrélito de suporte (H2SOy;
0,5 mol L; metanol) e realizou-se 10 leituras como branco por meio da VPD na
faixa de potencial de 0 a 1,4 V para a obtencdo do desvio padrao dessas leituras.
Em seguida, acrescentou-se aliquotas de 20 a 160 uL da solugdo de catequina

complexada com AICl;, gerando concentragbes apdés a diluicdo, entre 10 e
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80 umol L. O procedimento foi realizado em triplicata, polindo o eletrodo de
trabalho entre todas as medidas. A repetibilidade foi avaliada por meio de trés
repeticbes da concentragdo de 30 pmol L' em um mesmo dia e nas mesmas
condicbes e a precisdao intermediaria foi obtida mensurando a resposta dessa
mesma concentragdo durante trés dias diferentes. O calculo do coeficiente de

variagéo (CV) foi realizado por meio da Equacéo 4.

CV = C"—M .100  Equacso 4

Sendo “0” o desvio padrao e “CM” a concentracdo média determinada.

3.5 APLICACAO DO METODO PARA A DETERMINAGAO DO TEOR DE FLAVAN-
3-OL NOS FITOTERAPICOS

O preparo das amostras de fitoterapicos foi realizado utilizando-se método de
extragdo tradicional com metanol, ja que os flavonoides, em geral, sdo bastante
soluveis na presencga deste solvente. Mediu-se uma massa especifica de fitoterapico
(Tabela 6) e adicionou-se cerca de 3 mL de metanol para cada g do material que,
em seguida, foi deixada em ultrassom por 10 minutos a temperatura ambiente. Na
sequéncia, filtrou-se a amostra com filtro PTFE (13 mm x 0,22 ym), o solvente foi
removido por evaporagao e obteve-se o extrato apés o material ser seco. O

rendimento foi calculado por meio da Equacéo 5.

Meyx

mg

Rendimento (%) = X 100 Equagdo 5

Sendo “m¢’ a massa do fitoterapico e “mey’ @ massa do extrato seco obtido.
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Tabela 6. Dados da extracdo por método tradicional dos fitoterapicos utilizando o

metanol como solvente.

Fitoterapico

Massa de
fitoterapico (g)

Massa do extrato (g) Rendimento (%)

G. Biloba 1,0000
Fitoscar 1,1503
CV1 1,5934
Cv2 1,8767
CvVv3 1,8363
Cv4 1,7663
CV5 2,0291

0,2127 21,27
1,0297 89,52
0,1180 7,41

0,1702 9,07

1,2336 67,18
1,4305 80,99
1,3312 65,60

Nota: CV, Cha verde.

Fonte: A autora.

As quantificagdes de catequinas foram conduzidas de forma similar ao ensaio

de recuperacgdo. Foram preparadas uma solug¢ao do eletrélito de H,SO4 (0,5 mol L

metanol), solucdo do extrato metandlico (concentragdes na Tabela 7), uma solugao

de catequina (10 mmol L™, metanol) e duas solugdes de AICI; (10 e 25 mmol L™,

metanol). Tanto a solugdo de extrato, quanto a solugdo padrao de catequina, foram

previamente misturadas com AICI; (reagdo de complexagdo) com concentragbes de

10 e 25 mmol L™, respectivamente, por 20 minutos na proporgdo de 1:1 a

temperatura ambiente.

Tabela 7. Concentracdes das solugcdes preparadas com o extrato de fitoterapico

apods analise prévia da intensidade de seus picos de oxidagao.

Extrato de fitoterapico

Concentragdo (mg mL™)

G. Biloba
Fitoscar
CV1
CVv2
CV3
CVv4
CV5

2,0
200,0
3,0
3,0
3,0
3,0
2,0

Nota: CV, Cha verde.

Fonte: A autora.
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Na célula eletroquimica, que ja continha 9 mL do eletrdlito de suporte (H2SOy4;
0,5 mol L; metanol), adicionou-se 1 mL da solugdo do extrato metandlico apos a
reacao de complexagao nas condi¢des citadas. Em seguida, por meio do método de
adicdo de padrao, adicionou-se aliquotas de 20 yL do padrdo de catequina
complexada, aumentando a concentragdo de 10 a 60 pymol L, considerando a
diluicdo na célula. Com auxilio das curvas analiticas (area do pico versus
concentragdo) obteve-se a informagao do teor de flavan-3-ol em mg de equivalente

de catequina por g de fitoterapico presente nas amostras.

3.6 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS NOS FITOTERAPICOS

O teor de fenois totais foi mensurado de acordo com o método descrito por
Morais e outros (2008). Para a construgao da curva analitica para a determinacao do
teor de fendis totais, foram preparadas solugbes em concentragdes crescentes de 5
a 60 pg mL™" de acido galico em metanol. Em tubos de ensaio foi adicionado, em
triplicata, 0,5 mL de cada solugdo de acido galico e um branco contendo apenas
metanol. Em seguida, no mesmo tubo de ensaio, adicionou-se 2,5 mL de solucéo
aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10 % (v v'') e 2,0 mL de uma solugdo de
carbonato de sddio 7,5 % (m v'). Os tubos foram mantidos em banho a 50 °C por 5
minutos e posteriormente mediu-se a absorbancia selecionando o comprimento de
onda de 760 nm (Figura 17).

Figura 17. Preparo das solugdes em triplicata em concentragdes crescentes para

construcao da curva analitica visando a determinacéo do teor de fendis totais.

Fonte: A autora
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O mesmo procedimento foi empregado em sete solugcdes de extratos
preparados em metanol de diferentes fitoterapicos (concentragdes na Tabela 8)
reagidos com Folin-Ciocalteu. Dessa forma, pode-se construir uma curva analitica
de absorbancia em fungdo da concentragao de acido galico, em que os resultados
da avaliacdo do teor de fendis totais foram expressos em mg de equivalente de

acido galico por g de fitoterapico.

Tabela 8. Informacdes a respeito da concentracéo das solugdes preparadas apés

analise prévia da absorbancia do extrato para calculo dentro da faixa linear.

Extrato de fitoterapico Concentragio (ug mL™)
G. Biloba 66,7
Fitoscar 200,0
CV1 200,0
Cv2 200,0
Cv3 50,0
Cv4 100,0
CV5 50,0

Nota: CV, Cha verde. Fonte: A autora.

3.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLAE-EM/EM)

A andlise quimica qualitativa das amostras de fitoterapicos foi realizada
utilizando um sistema de CLAE acoplada a um detector UV e espectrometria de
massas. As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna
Phenomenex Luna — C18 (250 x 4.6 mm; 5 um) e a deteccéo foi feita em
comprimentos de onda de 230 e 278 nm. Utilizando-se a metodologia cromatografica
proposta por Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) a eluigdo em gradiente
utilizando como fase mével metanol/acido formico (99,7:0,3, v v'', A) e agua/acido
férmico (99,7:0,3, v v B) com a composi¢ao de 90 % do solvente B por 6 min, de
90 a 70 % de 6 a 20 min e de 70 a 55 % de 20 a 40 min. Foi injetado 10 pL de
amostra, utilizando uma vazdo de 1 mL min"' e temperatura do forno da coluna de
30 °C.
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A deteccdo foi realizada utilizando um espectrdbmetro de massas de alta
resolucdo da marca Bruker Daltonics e modelo MaXis 3G com uma fonte de
eletronspray (ESI) e analisador quadrupolo g-TOF. As condi¢gdes cromatograficas
foram as mesmas utilizadas no CLAE. A ionizagdo ocorreu em um capilar aquecido
a 180 °C, a tensao capilar de 4,5 kV e o fluxo de gas nebulizante de 4 L min™. Os
dados foram coletados como espectros no modo negativo com uma varredura de
m/z de 200 a 2000 e, em seguida, foi realizada a espectrometria de massas
sequencial (EM/EM) dos ions mais abundantes com diferentes energias de colisdes.
Com as massas de alta resolugdo e a analise dos fragmentos das moléculas foi
possivel identificar os compostos bioativos dos fitoterapicos. As massas de alta
resolugdo foram comparadas com as massas exatas dos compostos e 0 erro em

ppm foi obtido com a Equagao 5.

E . [(massa experimental—-massa exata)
ppm massa exata

] 10®  Equacdo 5

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PERFIL VOLTAMETRICO EM DIFERENTES ELETROLITOS DE SUPORTE E
ESPECTROFOTOMETRICO DE FLAVONOIDES

O eletrdlito de suporte € uma solugdo que possui uma solugao eletrolitica com
condutividade elétrica superior ao solvente, em que € possivel utilizar sais, acidos e
bases em sua preparacdo. Uma alta concentragcdo de eletrdlito de suporte em
relacdo aos ions eletroativos faz com que haja uma redugdo no campo elétrico e o
aumento a condutividade da solugdo (WANG, 2006b). O comportamento
voltamétrico da catequina, quercetina e rutina livres e complexados com AICI; foram
investigados em trés tipos de solugdes eletroliticas suporte: acido sulfurico
(0,5 mol L"; metanol), cloreto de litio (0,5 molL"; metanol) e tampdo acetato

(pH 4,8), como indicado na Figura 18.
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Figura 18. Resposta voltamétrica, via VPD, da catequina, quercetina e rutina

(5 mmol L) livres (linha preta) e complexados com AICI; (linha vermelha), utilizando
as solucdes eletroliticas suporte: (a) H.SO, (0,5 mol L™), (b) LiCl (0,5 mol L") e (c)
tamp3o acetato (pH 4,8). Condigdes VPD: 25 mV s™' (velocidade de varredura), 6 mV

(degrau de potencial) e 60 mV (amplitude).
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Fonte: A autora.

A Tabela 9 indica os valores dos potenciais de oxidacido da catequina livre e

complexada com AICl3, obtidos dos voltamogramas indicados na Figura 18. Em uma

mesma solucdo eletrolitica suporte, tanto o composto livre, quanto complexado,

apresentaram perfis semelhantes entre eles, exceto com a utilizacdo da solucao

eletrolitica suporte de tampao acetato, em que houve uma pequena diminuicdo da

intensidade do sinal para o composto em presenca de AICl;. A solugdo de acido

sulfurico foi selecionada para realizar os experimentos ja que apresentou valores de

corrente mais elevados para a catequina com sinais bem definidos nos potenciais de
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oxidacdo em 0,76 e 1,06 V, enquanto para as demais solugdes eletroliticas suporte

apresentaram um sinal de corrente inferior ou nulo e com menor definigao.

Tabela 9. Valores dos potenciais de oxidagao da catequina e mistura catequina +

AICls3, utilizando a técnica de VPD, em diferentes solugdes eletroliticas suporte.

Potencial (V)

. L catequina catequina + AICl3
Solugao eletrolitica suporte
(0,5 mol L™ 1 2 1 2
H2SO4 0,74+0,02 1,06+0,00 0,76£0,00 1,06+0,00
LiCl 0,80+0,01 1,00+0,00 0,80+0,01  1,00+0,00

Tampao acetato (pH 4,8) 0,46+0,01 0,64+0,00 0,64+0,00 -

Fonte: A autora.

A reagdo de oxidacdo da catequina €& dependente do pH ja que a
desprotonacdo aumenta a capacidade antioxidante devido a doacao de elétrons, o
que explica as diferentes resolugbes e potenciais de oxidagcdo em diferentes
eletrélitos de suporte. A estrutura da catequina possui um grupo catecol (anel B) e
um grupo resorcinol (anel A) e um grupo hidroxila no anel C (Figura 19). O sinal de
menor potencial de oxidagéo esta associado a oxidagéo do grupo catecol, no qual é
uma reacao reversivel, e 0 segundo sinal que aparece em um potencial de oxidacao
maior esta associado ao grupo resorcinol, que sofre uma reagdo de oxidacao
irreversivel (JANEIRO; BRETT, 2004).



Figura 19. Representacgdo estrutural da catequina e indicagado dos grupos
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relacionados aos sinais observados nos voltamogramas de pulso diferencial, devido

as suas reacodes de oxidacao.

Resorcinol

Fonte: A autora.

Além dos flavan-3-ol, também se investigou a resposta voltamétrica de outros

dois flavonoides, a quercetina (Figura 20a) e a rutina (Figura 20b), nas mesmas

condig¢des e, utilizando as mesmas solugdes eletroliticas suporte.

Figura 20. Representacgao estrutural da (a) quercetina e (b) rutina.

Fonte:

A autora
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A Tabela 10 indica os valores dos potenciais de oxidacado da quercetina livre e
complexada com AICl; obtidos dos voltamogramas indicados na Figura 18. A
solugao eletrolitica suporte de acido sulfurico demonstrou melhor resolugdo dos
voltamogramas sendo escolhida para os demais experimentos. Nesta solugao, a
quercetina apresentou quatro potenciais de oxidagdo em 0,65; 0,86; 1,00 e 1,42 V.
Apos a reagdo de complexagdo € observada uma diminui¢cdo significativa na
intensidade da corrente e um pequeno deslocamento de alguns sinais de oxidagao

para potenciais menores: 0,62; 0,73; 0,87 e 1,42 V.

Tabela 10. Valores dos potenciais de oxidagcao da quercetina e quercetina + AICl3,

utilizando a técnica de VPD, em diferentes solugdes eletroliticas suporte.

Solugio Potencial (V)
eletrolitica : :
suporte quercetina quercetina + AICl;
(0,5 mol L™) 1 2 3 4 1 2 3 4
H.30 0,65+ 0,86+ 1,00+ 142+ 0,62+ 0,75+ 0,90+ 1,44z
224 0,00 000 0,00 000 000 002 001 0,01
. 0,66+ 0,93+
Licl 001 001 - - - - - -
Lig’tgf‘g 020+ 058t 1,00+ ) ) ) )
(pH 4.8) 0,00 0,00 0,01

Fonte: A autora.

A Tabela 11 indica os valores dos potenciais de oxidagcdo da rutina livre e
complexada com AICl; obtidos dos voltamogramas indicados na Figura 18. Na
solucao eletrolitica suporte de acido sulfurico, a qual apresentou melhor resolugao
entre as utilizadas, a rutina apresentou dois potenciais de oxidacdo em 0,74 e 1,37 V
e apos a reagao com o AlCI; ha uma diminuicdo consideravel na intensidade da

corrente e deslocamento dos potenciais de oxidagéo: 0,72 e 1,30 V.
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Tabela 11. Valores dos potenciais de oxidagao da rutina e rutina + AICl3, utilizando a

técnica de VPD, em diferentes solucdes eletroliticas suporte.

Potencial (V)

Solugio eletrolitica suporte rutina rutina + AICl3
(0,5 mol L") 1 2 1 2

H2SO4 0,74+0,00 1,37+0,00 0,72+0,00 1,30+0,01
LiCl 0,75+0,01 - - -

Tampéao acetato (pH 4,8) 0,26+0,01 0,93£0,00 - -

Fonte: A autora.

Tanto as reagdes de oxidagdo da quercetina, quanto a da rutina sao
dependentes do pH e os grupos doadores de elétrons do catecol (anel B) € o
primeiro a ser oxidado em potenciais mais baixos, seguido da oxidagado dos demais
grupos hidroxila. Um estudo a respeito do mecanismo de oxidagcdo da quercetina
utilizando um eletrodo de carbono vitreo indicou quatro picos de oxidagéo, enquanto
que para a rutina, nessa mesma condi¢cao, observaram-se dois picos de oxidagao
(BRETT; GHICA, 2003; GHICA; BRETT, 2005). Os resultados obtidos nesse estudo
se assemelham e sdo coerentes a esse estudo. Ja a diminui¢ao da intensidade dos
picos de oxidagao apds a quelacao se deve ao fato de que o AICI;reage fortemente
com esses compostos e impede a sua oxidagao ou afeta o potencial em que ocorre

a reacao.

Uma vez que os flavonoides apresentam grupos croméforos e, portanto
suscetiveis a variacdo do comprimento de onda de absorgdo com a complexacao
metalica, a reacdo de complexacao desses flavonoides também foi acompanhada
por meio da espectrofotometria na regido do UV-Vis com uma varredura de 200 a
600 nm. A literatura indica que a catequina possui duas bandas de absorgdo, uma
de maior intensidade em cerca de 207 nm e uma outra de menor intensidade em
280 nm (LI; WANG, 2015). A Figura 21 indica que a catequina livre apresentou uma
banda mais intensa em 218 nm e outra banda menos intensa em 280 nm, ja a
catequina na presencga do AlCI; apresentou uma banda mais intensa em 220 nm e a

banda menos intensa em 289 nm, indicando que seus complexos sao menos
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estaveis nas condi¢des utilizadas (meio acido), ja que ndo houve um deslocamento
consideravel (PEKAL; PYRZYNSKA, 2014).

Figura 21. Espectros UV-Vis das solugdes preparadas em metanol de catequina,

quercetina e rutina (125 pmol L) livres (linha vermelha) e complexadas com AICls

(linha azul).
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Fonte: A autora.

Tanto a quercetina quanto a rutina apresentam o sistema de conjugagao
cinamoil e benzoil em sua estrutura, nos quais geram bandas de absor¢do no
espectro UV-Vis em determinados comprimentos de onda. Uma banda | aparece em
300 a 400 nm e apresenta maiores comprimentos de onda devido a sua maior
conjugacgao no sistema, enquanto uma banda Il aparece na faixa de comprimento de
onda de 240 a 285 nm (Figura 22) (SIMOES et al., 2017).
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Figura 22. Representagéo da estrutura basica de flavonoides que apresentam o
sistema cinamoil e benzoil e respectivas bandas de absor¢ao que aparecem no

espectro UV-Vis

Banda |

Banda I Cinamoil

Benzoil é)

Fonte: A autora.

A quercetina livre apresentou bandas de absorcdo em 219, 255 e 372 nm,
enquanto a quercetina complexada com AICI; apresentou bandas de absor¢cédo de
219, 269 e 435 nm (Figura 21). De acordo com a literatura, a banda | da quercetina
se encontra do comprimento de onda de 300 - 400 nm e a banda Il se encontra na
faixa de 240 - 300 nm e é possivel levar a um deslocamento batocromico quando ha

a quelacao com metais (GHOSH et al., 2015).

Por fim, para a rutina livre foram observadas bandas de absor¢cdo em 219,
257 e 359 nm e para a rutina complexada com AICIl; foram observadas bandas de
absorcao em 219, 274 e 415 nm (Figura 21). Na literatura foi observado para a rutina
o comprimento de onda da banda | em 353 nm e o da banda Il em 259 nm e um
deslocamento batocrémico semelhante quando ha quelagdo com metais (IKEDA et
al., 2015). Os flavonoides apresentam bandas relacionadas a transigbes T->1* e
ap6s a formacdo dos complexos apresentaram um deslocamento para um
comprimento de onda maior principalmente na banda | (300 - 400 nm) e este desvio
fornece informacgdes a respeito do sitio de coordenagéo do ligante, ja que indica que
o0 metal colabora para formar um sistema de ligagado 1 ainda mais estendido apos a

transferéncia de carga do ligante para o metal.
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ApOs a avaliagao do perfil voltamétrico e espectrofotométrico dos flavonoides
de forma individualizada, realizou-se a mistura desses compostos, e novas analises

e resultados foram obtidos em ambas técnicas (Figura 23).

Figura 23. (a) Resposta voltamétrica da mistura de catequina, quercetina e rutina
(500 umol L") (linha vermelha) e mistura + AICl; (linha azul), utilizando a solugdo
eletrolitica suporte: H.SO4 (0,5 mol L™"), com condicées de VPD: 25 mV s™
(velocidade de varredura), 6 mV (degrau de potencial) e 60 mV (amplitude). (b)
Espectros UV-Vis da solucéo preparada em metanol de mistura de flavonoides

(125 pymol L") e da mistura complexada com AICls.

Branco 0,6 —CQR!
[ (a) | =
—— CQR + AICI, 0.54

[

Corrente (nA)

Absorbancia

X

0,0

T T T T T T T T T
0,0 0.2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 200 300 400 500 600

Potencial (V) Comprimento de onda (nm)

Nota: "CQR: Mistura de catequina, quercetina e rutina. Fonte: A autora.

Os graficos indicam que houve a reagao devido ao deslocamento batocrémico
observado no espectro UV-Vis (Figura 23b). O perfil voltamétrico da mistura de
flavonoides (Figura 23a) indica que é possivel utilizar o pico de oxidagao de 1,06 V
(destacado na figura) correspondente a catequina para desenvolver o método de
quantificacdo da classe dos flavan-3-ol (chamado de catequinas), ja que n&o sofre

interferéncia de picos dos demais flavonoides estudados, principalmente apds a
reagcao com o AlCls.
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4.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Na Figura 24 estdo representados os voltamogramas e a curva analitica
utilizados para a determinagao da recuperagao utilizando a VPD com o método de
adicdo de padrdo e a reagdo de complexagdo com AICl;. Considerando que as
areas dos picos sao proporcionais a concentracdo do analito utilizou-se os picos
indicados na figura (1,06 V) para a construgcdo de uma curva analitica (0 -
60 pmol L'1), em que os valores médios foram ajustados via regressao linear no
software Origin Pro 8.0. A equacgao da reta obtida pela regressao foi y = 0,0065*x +

0,31 e apresentou uma boa linearidade na faixa de trabalho com um R? = 0,9978.

Figura 24. Respostas voltamétricas da mistura de flavonoides (linha preta) e mistura
apo6s adicao do padrao de catequina, ambas as solugdes complexadas com AlCls,
em concentragdes crescentes de 10 a 60 pmol L™ e curva analitica de adigdo de

padrdo. Condicdes da VPD: H,SO, (0,5 mol L) (solucéo eletrolitica suporte), 25 mV

s (velocidade de varredura), 6 mV (degrau de potencial) e 60 mV (amplitude).

241 —oumoiL’ 0
1 —mpmolL: i”
20pmolLl’ %
20+ —30::Z|L‘ 8o Pm---- -
g 40pmoll’ g, ' .
4 —sopmoll’ § 1 :
316 Go:molL} Em:: ) ;"__ !
_g_.! 124 Conce-ntracso(umoll.“i i \ !
% ! ’ ,\\
E 8 /A J |
(@] J / 1 !
@) _M\ ! !
0 T T T T : T I| 1
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1.2 14
Potencial (V)

Fonte: A autora.

Utilizando a Equagao 1 (pagina 43) a taxa de recuperagao calculada foi de
95,9% com um CV da média das concentragdes das repeticdes de 1%. A
recuperacao relativa é obtida pela razao do valor observado pelo valor de referéncia
envolvendo uma curva de calibracdo e é desejavel que seja o mais préximo de

100%. Dessa forma, o método utilizado demonstra possuir boa exatidao para analise
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do analito (flavan-3-ol) (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). O método também pode
ser considerado seletivo, ja que demonstra capacidade de identificar e quantificar o
analito mesmo na presencga de outros compostos estruturalmente semelhantes e

eletroativos, presentes nas amostras de fitoterapicos (BRASIL, 2017).

Em um procedimento analitico, o LD €& a menor quantidade do analito
presente na amostra que pode ser detectada nas condi¢cbes estabelecidas no
ensaio, ja o LQ é a menor quantidade do analito na amostra que pode ser
determinada nas condi¢des estabelecidas e que apresente boa exatidao e precisao.
Considerando isso, com desvio padrdo de 10 brancos (~ 0,003824) e a inclinagéo da
reta da curva de calibragdo originada da area dos picos indicados nos
voltamogramas da Figura 25 (R? = 0,9923; y = 0,0055*x — 0,0132), foram calculados
o LD e o LQ por meio da Equagdo 2 e 3 (pagina 43). O LD calculado foi de
2,09 umol L™ levando em consideracdo a abordagem da razdo sinal/ruido numa
relagdo de 3:1, enquanto o LQ foi de 6,95 pmol L' com a razao sinal/ruido de 10:1
(BRASIL, 2017; INMETRO, 2016).

Figura 25. Respostas voltamétricas da catequina complexada com AICl;, em
concentracdes crescentes de 10 a 80 umol L™ e curva analitica para determinagao
do limite de deteccao e quantificagdo. Condigdes da VPD: H,SO4 (0,5 mol L'1)
(solucdo eletrolitica suporte), 25 mV s (velocidade de varredura), 6 mV (degrau de

potencial) e 60 mV (amplitude).
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Fonte: A autora.
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Para avaliar a precisdo da metodologia proposta, ensaios de repetibilidade e
de precisdo intermediaria foram conduzidos. Os resultados foram expressos em
termos de CV calculados pela Equacao 4 (pagina 44). A repetibilidade avalia as
medigcbes em mesmas condigdes de analise e operagdo em um curto periodo de
tempo, enquanto a preciséo intermediaria houve a variagdo de analise entre dias e
periodos diferentes (INMETRO, 2016). Baixos valores de CV indicam pouca
dispersao dos resultados e o valor encontrado neste trabalho foi de 1,02% indicando
que ha uma boa precisdo. Ja a avaliagdo da precisao intermediaria realizou-se o

experimento em trés dias diferentes, o valor obtido de CV foi de 4,94%.

A Tabela 12 traz os dados de desempenho analitico da quantificacido de
catequina do meétodo proposto neste estudo em comparagdo com outros metodos
relatados na literatura. Os LD e LQ foram maiores quando comparado com outros
meétodos que utilizaram a mesma técnica de VPD, no entanto, esses métodos da
literatura utilizam eletrodos modificados, os quais melhoram o desempenho de
deteccao e quantificacdo dos compostos. Visto que as amostras em que se destina
a aplicacdo do método apresentam uma concentragao de flavan-3-ol maior que o LQ
obtido neste estudo, o uso de eletrodo de trabalho de carbono vitreo torna-se viavel
para as analises. Ja quando se compara com a quantificagao de catequina utilizando
a técnica de CLAE, os valores LD e LQ sdo menores para o método desenvolvido

neste estudo, mas nao apresenta uma grande diferenca.
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Tabela 12. Desempenho analitico da quantificagao de catequina em comparacdo com outros métodos relatados na literatura.

Recuperagao

Técnica Eletrodo de trabalho Amostra avaliada (%) LD LQ Eletrélito Referéncia
Medicamento tradicional 0.5 mol L™
VPD Carbono vitreo fototerapico a base de 959+ 1 2,09 umol L’ 6,95 umol L" ’ A autora
. H,SO,
extrato de chéa verde
Pasta de carbono modificado 0,1 mol L™ MANASA et al
VPD por eletropolimerizagédo de azul Cha verde e suco de fruta 90,5-105,0 4,9 nmol L 14 nmol L™ PBS of (2017) '
de metileno pH 7.0
Carbono vitreo com material Tampéao de
VPD hibrido (Nanotubo,s Fie carbono Chas verdes, pretos e 96,5 — 98,0 13 nmol L~ 43 nmol L Brltlton- SENOCAK et al.
de parede unica — frutas Robinson (2019)
subftalocianina) pH3
Parte aérea de Physalis -1 -1 MOREIRA et al.
CLAE - angulata 98,0 10,3 umol L 34,4 pmol L - (2018)
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4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVAN-3-OL (CATEQUINAS) NOS
FITOTERAPICOS

O método foi empregado em trés diferentes tipos de fitoterapicos: G. biloba,
Fitoscar® e cha verde (cinco amostras diferentes). Os fitoterapicos a base de cha
verde sao produzidos a partir de extrato da espécie de planta C. sinensis e, segundo
Zhang e outros (2019), essa planta € composta por uma mistura complexa de
moléculas que incluem: (+)-catequina (C), (-)—epicatequina (EC), (-)-
epicatequina-galato (ECG), (—)—galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina-galato
(EGCG), (—)—epigalocatequina (EGC) e (—)—galocatequina-galato (GCG) (Figura 26),

cafeina, teaflavinas, aminoacidos, quercetina, canferol e miricetina.

Figura 26. Representacgéo estrutural geral das moléculas pertecentes a classe dos

flavan-3-ols encontrados no cha verde.
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Fonte: A autora.
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Considerando a gama de compostos presentes no cha verde da classe dos
flavan-3-ol, comparou-se a resposta voltamétrica das duas moléculas dessa classe:
catequina e epigalocatequina-galato (Figura 27). A catequina possui um grupo
catecol e uma hidroxila ligada ao carbono C3, enquanto a epigalocatequina-galato
possui uma hidroxila a mais no anel B e um grupo galato ligado ao carbono C3. A
epigalocatequina-galato apresentou trés picos de oxidagéo e a catequina apresentou
dois picos, em que o pico por volta de 1,06 V € comum nas duas moléculas, dessa

forma, o método proposto de quantificagao realizado determina o teor de flavan-3-ol.

Figura 27. Resposta voltamétrica, via VPD, da catequina e epigalocatequina
(5 mmol L™ livres (linha preta) e complexados com AICIs (linha vermelha), utilizando
a solucdo eletrolitica suporte: H,SO, (0,5 mol L"), com condicdes de VPD: 25 mV s™

(velocidade de varredura), 6 mV (degrau de potencial) e 60 mV (amplitude).
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Fonte: A autora.

A composi¢ado quimica da G. biloba, segundo Oliveira e outros (2020), inclui
principalmente quercetina e seus derivados, canferol e seus derivados, siringetina,
entre outros compostos. Ja a S. adstringens, planta usada na produgdao da pomada
Fitoscar®, apresenta em sua composi¢cao (—)—galocatequina, (—)—epigalocatequina,
(—)—epigalocatequina-galato, proantocianidinas, entre outros (TREVISAN et al.,
2020). Sendo assim, o extrato de G. biloba foi utilizado como controle negativo da

analise, devido a auséncia de flavan-3-ol, ja o extrato do fitoterapico Fitoscar® foi
utilizado como controle positivo.
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A Figura 28 mostra o perfil voltamétrico do fitoterapico de G. biloba apds
complexacao com o AICl;. O extrato apresentou trés picos de oxidacao entre 0,5 e
1,0V, que indica a presengca de moléculas eletroativas que se refere aos outros
flavonoides de sua composicéo, entretanto ndo ha indicios do pico caracteristico de
flavan-3-ols (1,06 V) o que é esperado, ja que, como ja mencionado, ndo ha relatos
de presenga significante dessa classe de compostos na planta utilizada como

mateéria-prima desse medicamento.

Figura 28. Respostas voltamétricas da amostra de G. biloba complexada com AICl;.
Condicdes da VPD: H,SOy4 (0,5 mol L) (solucéo eletrolitica suporte), 25 mV s™

(velocidade de varredura), 6 mV (degrau de potencial) e 60 mV (amplitude).
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Fonte: A autora

Ja a Figura 29, mostra o perfil voltamétrico para amostras de cha verde e
Fitoscar®. Essas amostras apresentam o pico de oxidagao por volta de 1,06 V,
caracteristico de flavan-3-ols. O perfil voltamétrico dos fitoterapicos de mesma
espécie vegetal (cha verde) apresentou aspectos semelhantes e variagdo apenas
nas intensidades dos picos que indica que as concentracbes dos compostos sao
diferentes entre eles.
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Figura 29. Respostas voltamétricas das amostras de fitoterapicos: (a) Fitoscar; (b)

CV1, (c) CVZ; (d) CV3; (e) CV4; (f) CV5, complexadas com AICl;. Condigdes da
VPD: H,S0, (0,5 mol L") (solugao eletrolitica suporte), 25 mV s (velocidade de

varredura), 6 mV (degrau de potencial) e 60 mV (amplitude).
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Fonte: A autora.

A Tabela 13 traz informagdes da quantificacdo de catequina nos diferentes

fitoterapicos utilizando o método eletroanalitico. Como esperado, o fitoterapico de

G. biloba nao foi identificada nenhuma catequina utilizando o método, mesmo que

este apresente diversos outros tipos de flavonoides em sua composicao. O G. biloba

€ o controle negativo da analise. A pomada Fitoscar® foi identificado uma pequena

quantidade de equivalente de catequina de 1,23 mg EC g™'. Os fitoterapicos de cha
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verde apresentaram as maiores concentracdes de equivalente de catequina,
entretanto, apesar do fitoterapico se originar de uma mesma espécie de planta,
houve uma grande variagdo em sua concentragcao nas diferentes marcas adquiridas
entre 6,27 a 470,43 mg EC g". Os resultados indicam que o método de fato se
mostra eficiente na identificagdo de flavan-3-ol na presenca de outras classes de

flavonoides.

Tabela 13. Concentragdo em equivalente de catequina em mg por g de fitoterapico.

Fitoterapico VPD' (mg EC g™)
G. Biloba -
Fitoscar 1,23 £ 0,09

CV1 6,27 £ 0,11

CVv2 16,55 + 0,50
CV3 162,34 + 3,53
CVv4 223,02 £ 6,31
CV5 470,43 £ 9,76

Nota: "VPD, Voltametria de pulso diferencial; CV, Cha verde. Fonte: A autora.

Alguns fatores que afetam a composicéo da planta da espécie C. sinensis séo
a respeito dos fatores biodticos e abidticos durante o seu cultivo que podem levar a
variagao da producao de metabdlitos secundarios pelas plantas em até 50% com as
mudangas na sazonalidade, estresse hidrico, geografia, radiagdo solar, altitude,

herbivoria e microbios, temperatura, tipo de solo e nutrientes (AHMED et al., 2019).

Na literatura ha relato de amostras de cha verde, que por meio da analise por
CL-EM, apresentaram um total de catequinas de 112,72 mg g'; em que ha
4,02mgg’ de GC; 1548 mgg” de EGC; 5,37 mgg' de C; 7,25 mgg"' de EC;
54,06 mg g de EGCG; 9,44 mg g~ de GCG e 17,10 mg g~ de ECG (VI et al., 2015).
Um outro trabalho relatou concentragdes totais de catequinas variando de 5,6 a
82,0 mg g para chas verdes de diferentes origens (JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-
GRZESKOWIAK; FRANKOWSKI, 2018). Isto indica que é comum nas andlises de
diferentes materiais apresentarem variagdes entre amostras e torna-se importante

um controle de qualidade se tratando da matéria-prima vegetal.
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4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS NOS FITOTERAPICOS

A determinacdo do teor de fendis totais € realizada utilizando o reagente
Folin-Ciocalteau. O reagente € uma mistura de acido fosfomolibdico H3[P(M030O10)4]
e acido fosfotungstico H3[P(W30+0)4] que, quando esta na presengca de compostos
fendlicos atuando como agente redutores, formando complexos de coloragdo azul
com molibdénio-tungsténio. Dessa forma, ha uma relagéo linear da absorbancia em
760 nm e da concentragdo de compostos fendlicos presentes na amostra o que
torna possivel identificar e determinar o seu teor pelo método espectrofotométrico
(OLIVEIRA et al., 2009).

Apos a reagao do reagente Folin-Ciocalteu com o acido galico mediu-se a
absorbancia das concentragdes crescentes gerando a curva analitica (Figura 30) de
absorbancia versus concentragado de acido galico. O grafico foi construido com 13
pontos em que as médias foram ajustadas via regressédo linear no software
Origin Pro 8.0 gerando a equacdo da reta y=0,0158*x +0,0065 com um
R? =0,9987.

Figura 30. Curva analitica obtida por espectrofotometria no UV-Vis dada em
absorbancia em 760 nm versus concentragao de acido galico com valores

crescentes de 0 a 60 pg mL™" para obtencdo do teor de fendis totais.
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ApOs a obtengéo da curva analitica mediu-se a absorbéncia dos extratos dos
fitoterapicos e calculou-se a concentracdo em mg de equivalente de acido galico
(EAG) por g de fitoterapico, considerando o rendimento da extragdo, como mostrado
na Tabela 14. O teor de fendis totais dos fitoterapicos variou entre 17,89 a
513,83 mg EAG g"'. Assim como o teor de flavan-3-ol (grupo das catequinas),
também se observa uma grande variagao no teor de fenol total entre os fitoterapicos.
Além disso, o teor total de fenol nem sempre segue o valor do teor de flavan-3-ol,
basta comparar CV3 e CV4, mostrando que ndo é uma anadlise adequada para

padronizac¢ao do teor de flavan-3-ol.

Tabela 14. Concentragdo em equivalente de acido galico em mg por g de

fitoterapico.

Fitoterapico Fendis totais (mg EAG gsi")
Ginkgo Biloba 107,88 + 1,65
Fitoscar 89,35 + 1,59
CV1 17,89 £ 0,34
Cv2 22,30+ 0,23
CvVv3 432,70 £ 4,20
Cv4 295,17 £ 3,01
CV5 513,83 £ 6,67

Nota: CV, Cha verde. Fonte: A autora.

Os fitoterapicos de cha verde mesmo que provenientes de uma mesma
espécie apresentaram grande variacdo no seu conteudo de compostos fendlicos.
Geralmente, em espécies vegetais diferentes, € esperada uma producgao diferente
em variedades e quantidades de metabdlitos especializados atendendo a demanda
de cada espécie e que mesmas espécies vegetais produzam o mesmo tipo de
composto e quantidades semelhantes de metabdlitos. Entretanto, a producédo de
compostos fendlicos pode ser afetada significativamente por fatores ambientais, tais
como sazonalidade, temperatura, disponibilidade de agua e fertilizagdo
(MARRANZANO et al., 2018) podendo ocorrer varia¢gdes nas concentragcdes em uma
mesma espécie de planta. Durante a preparacao de fitoterapicos utilizando o extrato
do material vegetal ainda é possivel que nédo haja a padronizagado da produgéo o que

pode gerar uma grande diferenciagdo na composi¢ao de seus compostos ativos.
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Resultados obtidos na literatura indicam que extratos de G. biloba
apresentaram quantidade de fendis totais entre 76,0 e 59,4 mg EAG g” (extrato
seco), em que o maior teor foi registrado para o extrato metandlico (MALTAS;
VURAL; YILDIZ, 2011), também ha registro de valores de quantidade de fendis
totais de 78,4 a 121,7 mg EAGg' em extratos secos, em que as maiores
concentragbes também foram obtidas em extratos de metanol e etanol (CUI et al.,
2020), ja um trabalho que incluia medicamentos, suplementos e extrato das folhas
de G. Biloba indicou teor de fendis totais variando de 110,93 a 184,11 mg EAG g’
(RONOWICZ; KUPCEWICZ; BUDZISZ, 2013).

Um estudo com o extrato aquoso do caule do barbatimao (S. adstringens),
planta utilizada da produgcdo do Fitoscar®, mostrou uma concentracdo de fendis
totais de 195,16 mg EAG g (BALDIVIA et al., 2018), enquanto um outro estudo com
amostras de cascas secas comercializadas no Parana indicou um teor de fendis
totais de 92,60 a 131,18 mg EAG g (NASCIMENTO et al., 2020).

O cha verde apresenta na literatura um teor de fendis em extratos
metandlicos de 2,81 a 18,32 mg EAG g'1 (ANAND et al., 2015), entretanto um outro
trabalho apresentou um teor de compostos fendlicos totais de 205,56 mg EAG g
para extratos metandlicos tratados com micro-ondas e de 191,26 mg EAG g para o
extrato aquoso (CHAN; LIM; CHEW, 2007). Ja em outros estudos para extratos
aquosos € etandlicos apresentaram teores de fendis totais de 334,19 a
405,86 mg EAG g, respectivamente (BALDEMIR et al., 2017).

Considerando os fitoterapicos que apresentam as moléculas de flavan-3-ol
como principios ativos do medicamento, o teor de fendis totais, usualmente utilizado
como parametro na producao desse produto, ndo representa o teor desses agentes
ativos, mas sim de todos os compostos fendlicos. O método eletroanalitico para
determinacdo do teor de flavan-3-ols seria mais apropriado nessas analises para
garantir a quantidade adequada desses compostos, 0s quais apresentam
propriedades medicinais, nos medicamentos e auxiliaria em seu controle de

qualidade com dados mais especificos.
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4.5 PERFIS QUIMICOS DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTOS TRADICIONAIS
FITOTERAPICOS DE CHA VERDE

Os principais compostos presentes no cha verde sao flavonoides, em grande
parte flavan-3-ol (catequinas). A Tabela 15 apresenta alguns desses compostos
comumente encontrados na planta e suas fragmentagées no modo negativo como a
catequina, epicatequina, galocatequina,

epigalocatequina, catequina-galato,

epicatequina-galato, galocatequina-galato, epigalocatequina-galato, canferol e

quercetina.

Tabela 15. Dados da literatura de compostos encontrados no cha verde em termos
de espectrometria de massas realizadas no modo negativo. C, Catequina; EC,

Epicatequina; GC, Galocatequina; EGC, Epigalocatequina; CG, Catequina-galato;

ECG,

Epicatequina-galato;

GCG,

Galocatequina-galato; EGCG,

Epigalocatequina-galato; K, Canferol; Q; Quercetina.

m/z m/z
Compostos ) Referéncia
[M-H] Fragmentos
C 289 245, 203, 125, 109 (ZHUANG et al., 2020)
289, 245, 203, 179, 125, (PRADIPTA; KONG; TAN, 2019)
109
EC 289 245, 203, 125, 109 (ZHUANG et al., 2020)
289, 245, 203, 179, 125, (PRADIPTA; KONG; TAN, 2019)
109
GC 305 261, 221, 219, 179 (STEWART; MULLEN; CROZIER, 2005)
219, 167,125 (ZHUANG et al., 2020)
EGC 305 261, 221, 219, 179 (STEWART; MULLEN; CROZIER, 2005)
219, 167,125 (ZHUANG et al., 2020)
CG 441 289, 169, 125 (ZHUANG et al., 2020)
ECG 441 331,289, 271, 169, 125 (PRADIPTA; KONG; TAN, 2019)
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331, 302, 289, 203, 169,  (SPACIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2010)

137, 125, 109
289, 169, 125 (ZHUANG et al., 2020)
GCG 457 305, 169, 125 (ZHUANG et al., 2020)
EGCG 457 331, 305, 169 (STEWART; MULLEN; CROZIER, 2005)
331, 305, 287, 1609, (SPACGIL; NOVAKOVA; SOLICH, 2010)
161, 125
331, 305, 169, 125 (PRADIPTA; KONG; TAN, 2019)
K 285 187 (CLARKE et al., 2014)
285 (ZHUANG et al., 2020)
Q 301 179, 151 (CLARKE et al., 2014)
179, 151 (ZHUANG et al., 2020)

Neste trabalho foram realizadas analises por CLAE-ESI-EM/EM no modo
negativo dos extratos para a identificagdo de compostos da classe flavan-3-ol e
outros possiveis compostos nos fitoterapicos de cha verde (CV1 a CV5). Os
cromatogramas das analises estdo mostrados na Figura 31. Os dados obtidos a
partir dessas analises encontram-se no Quadro 1, com informagdes de tempo de
retencdo, a massa experimental, o erro em ppm e as fragmenta¢des obtidas no

modo negativo.
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Figura 31. Cromatogramas de ions totais obtidos via CLAE-ESI-EM para amostras
de medicamentos tradicionais fitoterapicos de cha verde. CV: Cha verde.
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Quadro 1. Composi¢édo quimica dos extratos metandlicos de fitoterapicos de cha verde (CV1-5) identificados por CLAE-ESI-
EM/EM no modo negativo. C, Catequina; EC, Epicatequina; GC, Galocatequina; EGC, Epigalocatequina; CG, Catequina-galato;
ECG, Epicatequina-galato; GCG, Galocatequina-galato; EGCG, Epigalocatequina-galato; K, canferol; Q; Quercetina.

Compostos Mas[;a_:])_( ata Amostras | Rt (min) m/z Erro (ppm) m/z de Fragmentacgoes
EGC ou GC 305,0667 cV5 10,4 305,0693 8,5 261, 243, 204, 189, 175, 167(100), 139
287, 272, 258, 261, 243, 237, 219, 203,
CV1 17,7 305,0690 7.5 190,177, 173, 167(100), 164, 151, 139
287, 245, 219, 201, 177, 165(100), 158,
cVv2 17,6 305,0667 0,03 130
EGC ou GC 305,0667 cV3 17,7 305,0653 4,6 287,1; 237,1; 219,1; 203,0; 167,0
287, 261, 245, 237, 219, 204, 191, 176,
cva 17,6 305,0670 1,0 167(100), 139
cV5 17,5 305,0669 0,7 237, 219, 203, 177, 167(100), 149
CV1 21,3 457,0786 2,2 305, 219, 169(100)
cVv2 21,4 457,0778 0,4 305, 269, 261, 219, 193, 169(100), 161
305, 289, 269, 221, 219, 193,179,
EGCG ou GCG | 457,0776 Ccv3 21,5 457,0793 3.7 169(100), 161
cva 21,5 457,0771 1,1 305, 219, 193, 169(100)
cV5 21,6 457,0785 2,0 305, 219, 193, 169(100)
17 245, 221, 205, 203, 187(100), 173,164,
- 26,0717 CV1 23,3 289,0722 160, 151141, 123
ouE ’ 245, 221, 203(100), 188, 185, 175, 165,
cV2 23,3 289,0718 0,3 159, 151, 145




23,3

289,0718

0,3

256, 246, 244, 221, 201, 188(100), 175,

CV3 164, 159, 149
273, 245, 221, 203(100), 187, 173, 164,
cva 23,3 289,0747 10,4 151 137
271, 245, 221, 203(100), 188, 175, 159,
CV5 23,1 289,0718 0,3 151, 145
cvi | 200 | 4570784 | 18 1,190, 1601100) 161
EGCGouGCG | 457,0776 I ’
CV5 24,0 457,0795 4,2 305, 219, 193, 169(100)
CV1 27,2 441,0841 3,2 289, 245, 203,169(100)
cV2 27,2 441,0827 0,1 289, 245, 203, 169(100)
ECG ou CG 441,0827 CV3 27,1 441,0876 11,1 289, 245, 203, 169(100)
cva 27,1 441,0870 9,7 289, 271, 245, 203,169(100)
CV5 27,4 441,0840 2,9 289, 245, 203, 169(100)
283, 273, 255, 243, 277, 217, 205, 185,
Cvi1 45,1 301,0366 4.0 179, 171, 164, 151(100)
Q 301,0354 45 1 301.0377 26 284, 273, 256, 245, 227, 211, 205,
CV5 ’ ’ ’ 193,178, 171, 163, 151(100)
K 285,0394 cV1 46,0 285,0414 7,0 255(100), 229, 211, 185, 187, 159, 143

76
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Os cromatogramas referentes aos cinco extratos de fitoterapicos de cha verde
apresentam certa similaridade no perfil, embora a concentracdo de todos os
compostos seja diferente, fato que reflete em diferentes teores de flavan-3-ol
observados no método eletroanalitico desenvolvido neste trabalho. As moléculas
foram identificadas por meio da comparacdo com os dados da literatura de
fragmentacao de flavan-3-ols comumente encontrados em cha verde e por meio da
comparagao da massa obtida em alta resolugdo com a massa exata dos compostos.

Os erros em ppm foram calculados por meio da Equacéao 5 (pagina 50).

Através do m/z dos fragmentos, alguns mecanismos de fragmentagao para a
classe de flavan-3-ol foram propostos, os quais reitera a presenca de compostos da
classe flavan-3-ol nos extratos de fitoterapicos (Figura 32 e 33). Os fragmentos m/z
245 e 261 (Figura 32), nos flavan-3-ols, podem se formar a partir de uma clivagem
heterolitica com a eliminagdo de um enol (C, EC, GC e EGC). A perda de aguaem C
e EC podem formar fragmentos de m/z 271 (Figura 32), enquanto essa mesma
eliminacao de agua em GC e EGC forma fragmentos de m/z 287. Ja nos flavan-3-ols
que possuem um grupo galato (Figura 33) em sua estrutura, ha fragmentacao
envolvendo o rearranjo de McLafferty, que também gera fragmentos de m/z 271 (CG
e ECG) e m/z 287 (GCG e EGCG), porém com uma eliminagdo de um acido galico
neutro. Neste mesmo mecanismo também pode formar fragmentos de m/z 169. A
perda do grupo galato via clivagem heterolitica gera fragmentos de m/z 289 (CG e
ECG) e m/z 305 (GCG e EGCQG).

Os fragmentos de m/z 137, m/z 151 (C e EC) e m/z 167 (GC e EGC) (Figura
32), podem ser gerados a partir do mecanismo de retro Diels-Alder no anel C,
enquanto a clivagem heterolitica entre os anéis B e C pode gerar fragmentos de m/z
179 (C, EC, GC e EGC), m/z 125 (GC, EGC, GCG e EGCG) e m/z109 (C, EC,CG e
ECG) (Figura 32). O fragmento de m/z 125 também aparece em outros flavan-3-ols,
além dos citados anteriormente, e outra possibilidade para a sua de formacao é a
partir de uma clivagem heterolitica inicial em que a carga fica no oxigénio do anel C,
formando um fendxido, o qual captura o hidrogénio, transferindo a carga para outro
atomo e gera uma eliminagdo com a formagao do fragmento de m/z 125. A partir da
etapa da formacdo de fendxido citada anteriormente, pode ocorrer uma clivagem

heterolitica distinta, em que gera o fragmento de m/z 167 (Figura 32).
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Figura 32. Proposta de fragmentacéao de flavan-3-ols.
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Figura 33. Proposta de fragmentacéo de flavan-3-ols que apresentam o grupo

galato.
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Nas moléculas de flavan-3-ols que possuem o galato em sua estrutura podem
formar fragmentos de m/z 305 (GCG e EGCG) e m/z 289 (CG e ECG) apdés uma
eliminagao do grupo galoil (Figura 33).

As informacdes sobre composicdo quimica dos extratos de fitoterapicos de
cha verde indicou a presenca de diversas moléculas da classe flavan-3-ol e, em uma
das amostras, indicou a presenca de outros dois flavonoides, a quercetina e o
canferol, que corrobora com os resultados obtidos de maiores teores de fendis totais

em relagdo ao método eletroquimico na quantificacdo de flavan-3-ol. A
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epigalocatequina-galato apresenta um grupo galato e um grupo hidroxila a mais que
a catequina. E, considerando que o perfil voltamétrico da epigalocatequina-galato
apresenta um pico de oxidagdo em comum com a catequina por volta de 1,06 V, o
qual foi utilizado na obtengdo da curva analitica visando o desenvolvimento do
meétodo eletroanalitico, comprovou-se que o procedimento de quantificagdo proposto
se relaciona a quantificagdo da classe de flavan-3-ol nessas amostras e estas se

diferenciam dos demais flavonoides estudados.

5. CONCLUSOES

Por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial foi possivel diferenciar
uma das classes de flavonoides, chamada de flavan-3-ol, de outros flavonoides
estudados utilizando a complexagdo metalica com AICIl;. Com isto, foi desenvolvido
um meétodo eletroanalitico e prosseguiu-se com a sua validagao para a quantificagao
desta classe visando o seu uso no controle de qualidade de medicamentos
fitoterapicos. O método apresentou bons resultados de recuperagédo (95,9 + 1%),
linearidade (R2=0,9978), precisdo, seletividade e baixos limites de deteccdo

(2,09 pmol L") e quantificacéo (6,95 pmol L™).

Apos a validacédo, o método foi aplicado em extratos de fitoterapicos em que
foi realizada a quantificacdo de flavan-3-ol e posteriormente foi realizada a
determinacdo do teor de fendis totais a fim de comparar os resultados. A
concentracdo de fendis totais foi superior ao de flavan-3-ol demonstrando que a
técnica desenvolvida é seletiva para essa classe de flavonoides. As concentracoes
nos medicamentos tradicionais fitoterapicos foram bastante variadas, inclusive em
fitoterapicos provenientes de mesma espécie vegetal, o que reforga a necessidade
de desenvolvimento e uso de métodos que auxiliem no controle de qualidade do
material vegetal utilizado na preparacdo desses medicamentos em farmacias de

manipulacgao.

A analise CLAE-EM das amostras de extrato de medicamentos tradicionais
fitoterapicos de cha verde confirmou a presenca de diversas moléculas da classe de
flavan-3-ol em sua composi¢cdo, nas quais sao responsaveis pela atividade

antioxidante do extrato. As informacdes a respeito da composicdo quimica do
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material indicou que o método eletroanalitico determinou a quantidade das

moléculas dessa classe no material de estudo.

A técnica desenvolvida ¢é indicada para amostras de medicamentos
fitoterapicos ou extratos que apresente majoritariamente a classe de flavan-3-ol em
sua composi¢ao, como o cha verde, que foi o foco deste estudo. Entretanto, a
depender da amostra, devem-se avaliar outros tipos de moléculas que possam atuar

como interferente durante a quantificagao.
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APENDICE
Espectros de massas dos compostos identificados nos extratos de fitoterapicos de cha verde (CV1-5)
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Amostra CV1: m/z 289,0722 (23,3 min)
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Amostra CV1: m/z 441,0841 (27,2 min)
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Amostra CV1: m/z 301,0366 (45,1 min)
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Amostra CV1: m/z 285,0414 (46,0 min)
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Amostra CV2: m/z 457,0778 (21,5 min)
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Amostra CV2: m/z 441,08274 (27,2 min)
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Amostra CV3: m/z 305,0653 (17,7 min)
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Amostra CV3: m/z 457,0793 (21,5 min)
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Amostra CV3: m/z 289,0718 (23,3 min)
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Amostra CV3: m/z 441,0876 (27,1 min)
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Amostra CV4: m/z 305,0670 (17,6 min)
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Amostra CV4: m/z 457,0771 (21,5 min)
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Amostra CV4: m/z 441,0870 (27,1 min)
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Amostra CV5: m/z 305,0693 (10,4 min)

= T
400

T T
450 500 mz

Intens. |

x
w
1 s

305.0693 -MS, 10.4min #568

1000
800
600 -
400

200+

167.0339

219.0693

175.0407 204.0447

139.0395 189.0173 i 227.0349 243.0652

L bib ll kbl "

261.0808

wk

- |
-MS2(305.0693), 35.0eV, 10.5min #569

L 4

AL LML KL YUV A0 UL U L U R

50

T
100

s e s 1\ ml.m ) A Lllm JJL

T
50 200

250

300 mz



Amostra CV5: m/z 305,0669 (17,5 min)
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Amostra CV5: m/z 457,0785 (21,6 min)
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Amostra CV5: m/z 289,0718 (23,1 min)
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Amostra CV5: m/z 441,0840 (27,4 min)
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Amostra CV5: m/z 301,0377 (45,1 min)
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