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RESUMO

A Camellia sinensis € uma espécie de planta cujas folhas séo utilizadas
amplamente na obtencdo de infusbes popularmente conhecidas como “cha”,
sendo 0 mais conhecido o “cha verde”. Existem varios tipos de chas obtidos de
C. sinensis, a principal diferenca entre eles esta baseada no processo de auto-
oxidacdo catalisado pelas enzimas polifenol-oxidase e peroxidase. Assim, 0s
chas sao classificados em ndo oxidados (cha verde e branco), semi-oxidado
(ch& oolong), oxidado (cha preto) e pds-fermentado (cha pu-erh). No presente
trabalho foram avaliados os polissacarideos presentes no extrato aquoso dos
chas verde e preto, assim como o0s compostos de baixa massa molecular
presentes no extrato hidroalcodlico dos mesmos. Para o cha verde, apoés
processo de fracionamento por congelamento e degelo, as analises de
composicdo monossacaridica, HPSEC-MALLS e espectroscopia de RMN,
indicaram a presenca de acido poligalacturébnico com ligacdes 1—4, além da
presenca de uma arabinogalactana. O polissacarideo extraido do ch& preto
apresentou também arabinose, galactose e acido galacturénico como
componentes majoritarios, sugerindo a presenca de uma estrutura péctica e de
uma arabinogalactana do tipo Il. Os polissacarideos foram testados quanto as
suas atividades antissepse, onde apresentaram discreta reducéo da letalidade
de camundongos, e uma diminuicio da atividade das enzimas
mieloperoxidades, confirmando um efeito positivo desses polissacarideos na
sepse. Também sdo apresentadas neste trabalho duas metodologias
desenvolvidas para alcancar uma andlise detalhada dos extratos hidroalcodlicos
do cha verde e preto. Na primeira etapa, os extratos foram fracionados em agua,
n-butanol, acetato de etila e cloroférmio para separar os compostos de acordo
com sua polaridade, rendendo amostras menos complexas para serem
analisadas na cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada ao
espectrometro de massas (UHPLC-MS). Adicionalmente, uma técnica
bidimensional abrangente da cromatografia liquida (2D-LC) que emprega a
cromatografia da exclusdo por tamanho (SEC) x fase reversa (C18) foi
desenvolvida. Os seguintes compostos foram identificados (com base no tempo
de retencdo, espectros de UV, fragmentacdo por MS e comparacdo com
padroes e literatura): catequinas; teaflavinas e seus derivados galatos;
caempferol, quercetina e miricetina mono, di-, tri e tetraglicosideos; ésteres do
acido quinico, acido galico e acidos hidroxicinamicos; alcaléides de purina, tais
como a cafeina e a teobromina, além de lipideos. Adicionalmente, foram
encontrados compostos pela primeira vez relatados em C.sinensis, como
isdbmeros de diversas saponinas ja conhecidas e quatro glicosideos de
miricetina, quercetina e caempferol, contendo ésteres de &acido galico. Os
extratos hidroalcodlicos também foram submetidos a avaliagdo de sua atividade
gastroprotetora, sendo que estes reduziram significativamente a ocorréncia de
lesdo gastrica induzida por etanol.

Palavras-chaves: Camellia sinensis, cha verde, cha preto, polissacarideos, 2D-
LC, UHPLC, espectrometria de massas.



ABSTRACT

The Camellia sinensis is a species of plant whose leaves are widely used in
infusions popularly known as "tea", such as “green tea”. There are many types of
tea from C. sinensis, their difference is based on the process of auto-oxidation
catalyzed by the enzymes polyphenoloxidase and peroxidase, so they are
classified in non-oxidized (green and white tea), semi-oxidized (oolong tea),
oxidized (black tea) and post-fermented (pu-erh tea). In the present study we
evaluated the polysacharides present in the aqueous extract of green and black
teas, as well as low molecular weight compounds present in hydro-alcoholic
extract of same. In green tea, after fractionation process by freezing-thawing,
monosaccharide composition, HPSEC-MALLS and NMR analyses, the presence
of a galacturonic acid 1—4 linked, as well as an arabingalactan were confirmed.
Similarly, the polysaccharides from black tea also contained arabinose, galactose
and galacturonic acid as the main components, suggesting a pectic structure and
arabingalactan. The polysacharides were tested for their anti sepsis activity,
which showed a discreet reduction of the mortality of mice, and a decrease in
activity of the enzymes mieloperoxidades, that confirms the positive effect of the
polysacharides in the sepsis process. Also, it were described two methodologies
aiming to achieve a comprehensive analysis of hydro-alcoholic extracts of C.
sinensis. In the first one, the extracts were partitioned in water, n-buthanol, ethyl
acetate and chloroform for fractionating compounds according to their polarity,
yielding less complex samples to be analyzed by ultra high performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-MS). Additionally, a
comprehensive bidimensional liquid chromatography (2D-LC) employing size
exclusion chromatography (SEC) x reversed phase (C18) was developed. Based
on their retention time, UV-spectra, MS-fragmentation profile and by comparison
with literature, the following compounds were identified: catechins; theaflavins
and their gallate derivatives; mono-, di-, tri- and tetraglycosides of kaempferol,
guercetin and myricetin; esters from quinic, gallic and hydroxycinnamic acids;
purine alkaloids, such as caffeine and theobromine, and so lipids. Additionally,
unreported compounds in C.sinensis were now found, such as isomers of many
known saponins and esters of gallic acid of four glycosides of myricetin, quercetin
and kaempferol. The hydro-alcoholic extracts were also subjected to evaluation
of their gastroprotective activity, and these have significantly reduced the
occurrence of gastric lesions induced by ethanol treatment.

Keywords: Camellia sinensis, green tea, black tea, polysaccharides, 2D-LC,
UHPLC, mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Camellia sinensis € uma espécie de planta pertencente a familia
Theaceae (WICKREMASINGHE, 1978; HAROLD, 1992; SCHMITZ et al., 2005),
cujas folhas sao utilizadas amplamente na obtencdo infusdes, conhecidas
originalmente como “cha”. De acordo com o tipo de preparo prévio que as folhas
sdo submetidas apds colheita, o cha recebe ainda outra denominagdo popular,
“‘cha verde” e “cha preto”, entre outros. Estima-se que o cha € consumido ha
mais de cinquenta séculos e, depois da &gua, € a bebida ndo alcodlica mais
consumida no mundo (CHANTRE; LAIRON, 2002).

A planta, original do Sudeste da China, foi gradualmente introduzida na
india, Sri Lanka e, entdo, em muitos paises tropicais e subtropicais. Os principais
paises produtores sdo China, india, Sri-Lanka, Quénia, Vietnd, Turquia,
Indonésia e Jap&o. A india e a China tém alto consumo interno e sua exportacao
€ apenas cerca de 20% da producéo total, enquanto o Sri-Lanka e 0 Quénia tém
uma exportacdo de mais de 90% da produco total (SIMOES, 2004).

A principal diferenca entre os tipos de chés esta baseada no processo de
auto-oxidacdo catalisado pelas enzimas polifenol-oxidase (PFO) e peroxidase.
Basicamente a oxidagcdo € o processo em que as folhas de C. sinensis, apés
sofrerem algum processamento (serem picadas, esmagadas ou secas, por
exemplo), interagem com o0 oxigénio, escurecendo. Assim, os chas séo
classificados em nao oxidados (ch& verde e branco), semi-oxidado (cha oolong),
oxidado (cha preto) e pés-fermentado (cha pu-erh) (ENGELHARDT, 2010).

Diversas classes de compostos tém sido identificadas nos diferentes tipos
de chas de Camellia sinensis, destacando-se os produtos do metabolismo
secundario, como: terpenos (Oleos essenciais, saponinas, [-caroteno)
compostos fendlicos (catequinas, acido caféico), alcaldides (cafeina, teobromina,
teofilina) e vitamina C (ENGELHARDT, 2010). Por outro lado, os produtos do
metabolismo priméario como polissacarideos foram pouco estudados, sendo que
a maioria dos trabalhos ndo apresenta sua quimica estrutural fina, mostrando
apenas sua composicao monossacaridica (CHEN et al., 2004; NIE et al., 2008;
YANG et al., 2010).
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Além disso, os compostos encontrados nos chas apresentam-se com
diferentes propriedades bioldgicas e farmacéuticas. Estas propriedades sao
mostradas por varios estudos in vivo e in vitro, sendo as principais:
antioxidantes, anti-inflamatérias, antialérgicas, antimutagénica, anticancerigenas,
antiarterosclerose, antibacteriana, antiobesidade e protecéo ultravioleta para a
pele (COOPER et al., 2005; YANG, 2007; GONZALEZ, et al., 2009).

Existem diversas técnicas de andlise para determinacdo das estruturas
quimicas dos mais variados tipos de metabdlitos de plantas, dentre as quais
destacam-se a Ressonancia Magnética Nuclear (NMR - Nuclear Magnetic
Ressonance), a Espectroscopia de Massas (MS - Mass Spectrometry) e a
Cromatografia. Com relacdo a cromatografia, os processos de fracionamento
baseado no uso de apenas um determinado tipo de coluna &, muitas vezes,
insuficiente para assegurar a completa separacdo de compostos em misturas
complexas, como os extratos de plantas. Recentemente, metodologias multi-
dimensionais tém sido desenvolvidas em cromatografia liquida e gasosa, como
por exemplo, a cromatografia liquida bidimensional (2D-LC), a qual tem sido
empregada de forma eficiente na separacdo e identificacdo de uma ampla
variedade de compostos.

A 2D-LC consiste de duas separacdes cromatograficas distintas, na qual
todo o efluente proveniente da primeira dimenséo (primeira coluna, por exemplo)
é transferido para a segunda dimenséo (segunda coluna) em varias pequenas
fracBes, sendo esta técnica conhecida como abrangente (comprehensive 2D-LC)
e podendo ser acompanhada por deteccdo de massas.

Desta forma, devido a elevada importancia econdmica, ao crescente
interesse cientifico em sua complexa e diversificada composi¢do quimica e suas
atividades biologicas, a Camellia sinensis se torna um importante modelo de
estudo tanto para o desenvolvimento de novas metodologias de andlise
fitoquimica, quanto para avaliacdo das atividades bioldégicas dos compostos

encontrados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICAS

As plantas medicinais foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados
para o cuidado da saude dos seres humanos, sendo, portanto, uma cultura
milenar juntamente com a evolugdo humana, pois antes mesmo do
aparecimento da escrita as pessoas ja faziam o uso de plantas, ora como
remédio, ora como alimento (ALMEIDA, 1993).

A partir da segunda metade do século XX, o uso de medicamentos
industrializados e sintéticos comecou a intensificar-se e, assim, o uso de plantas
passou a ser suplantado pelos medicamentos industrializados que passaram a
ter uma maior predominancia nas terapias modernas (FERREIRA, 1998).

Contudo, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, o uso de
plantas medicinais pela populacdo mundial, ainda que reduzido, tém sido muito
significativo, pois cerca de 80% da populacéo ja fez uso de algum tipo de planta
com o objetivo de aliviar alguma sintomatologia. No Brasil, estima-se que das
200.000 espécies vegetais existentes, pelo menos a metade tem alguma
propriedade terapéutica util a populacdo. Contudo, menos de 1% delas tem sido
estudada adequadamente (MARTINS et al., 2000).

O Brasil é proprietario da maior biodiversidade do planeta, estimada em
cerca de 20% do namero total de espécies do mundo. Este patrimbnio genético
tem um valor econémico estratégico inestimavel em varias atividades humanas,
dentro das quais o desenvolvimento de novos medicamentos € considerado
como um grande potencial (LAPA et al., 2003; CALIXTO, 2003). A razdo desta
afirmacado é facilmente comprovada quando se analisa o nimero de farmacos
obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais, ja que cerca de um
terco dos medicamentos mais vendidos no mundo foram desenvolvidos a partir
de plantas medicinais utilizadas na medicina popular para os mais diversos fins
(CALIXTO, 2003).

Sendo assim, uma area emergente de pesquisa estd voltada para

desenvolvimento de analises que permitam a identificacdo dos compostos
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presentes nas plantas medicinais, e os laboratorios que executam essas
analises sdo chamados de laboratério de quimica de produtos naturais.

Produto natural é um composto quimico produzido por qualquer
organismo vivo encontrado na natureza. Quando apresentam algum tipo de
atividade farmacoldgica podem ser diretamente utilizados como medicamentos,
ou entdo utilizados como modelo para o desenvolvimento de novas drogas.
Contudo, muitos desses compostos apresentam estruturas muito complexas e
nao podem ser sintetizados em laboratorios (EL-SHEMY et al., 2007).

Dentro deste contexto, os compostos naturais produzidos pelos vegetais
sdo agrupados em dois grupos: os metabdlitos primarios, tais como carboidratos,
proteinas e lipideos; e os metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos,
terpendides e alcaldides, que sdo compostos sintetizados a partir dos metabdlitos
primarios, sendo os compostos do metabolismo secundario os principais
responsaveis pelos efeitos medicinais, ou téxicos, das plantas, apresentando
também grande importancia ecolégica, uma vez que podem atuar na atracao de
polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra estresses ambientais
(BALADRIN et al., 1985; Di STASI, 1995).

Baseando-se na complexidade de sua composicdo fitoquimica, nos
processamentos a que suas folhas sdo submetidas, alterando desta forma sua
composicado, e conhecendo-se também o valor econdmico e cientifico da Camellia
sinensis, € que surgiu o interesse em realizar investigacfes mais detalhadas com
relacdo a composicdo quimica e atividade biolégica dos metabdlitos presentes

nesta planta.
2.2 Camellia sinensis
2.2.1 Caracteristicas botanicas da planta
A C. sinensis (Figura 1) é uma espécie da familia Theaceae, sendo uma
arvore de até 15 metros de altura. Ela é nativa das florestas do Nordeste da

india e Sudeste da China e foi gradualmente introduzida na india, Sri Lanka e,

entdo, em muitos paises tropicais e subtropicais (ENGELHARDT, 2010).
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Possui folhas longas, escuras, lustrosas, com nervuras bem marcadas
nas superficies e margens inteiramente denteadas. As folhas mais novas séo
cobertas de pequenos tricomas brancos. As flores surgem sozinhas ou aos
pares entre as folhas, sdo pequenas com pétalas brancas, possuindo muitos
estames e um pistilo com 3 estigmas. Os frutos sdo capsulas pequenas e
globosas, com 1 a 3 sementes também globosas, que possuem um 6leo que
pode ser utilizado para o consumo humano (DUARTE et al., 2006).

Seu cultivo se da preferencialmente por meio de estacas e depende de
solo feértil, &cido e bem irrigado, sob sol pleno ou até mesmo ao abrigo deste.
Necessita de temperatura moderada, por isso tem sido plantada em altitudes

consideraveis, junto a montanhas e planaltos com até 1600 metros de altitude.

FIGURA 1 — ILUSTRACAO DE UM RAMO DE Camellia sinensis COM A) SECCAO
TRANSVERSAL DA FLOR E B) SEMENTES.
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2.2.2 Principais formas de utilizacdo da planta

As partes mais utilizadas da C. sinensis na producao dos diversos tipos
de chas sao as folhas e os botdes, pois possuem cerca de 30% de compostos
polifendlicos, os quais tém sido alvos de muitos estudos por serem indicados
como 0s principais responsaveis pelas propriedades biolégicas atribuidas a
planta (SIMOES et al., 2004). Diversas sdo as formas de utilizacdo da planta,
gue vao desde a infusdo, até extratos aquosos, hidroalcodlicos, entre outros,
incorporados em diferentes formas farmacéuticas e cosméticas, utilizados tanto
de forma oral, quanto via topica na forma de cremes, locdes, géis e outros
(ENGELHARDT, 2010).

2.3 PROCESSAMENTO DOS CHAS DE Camellia sinensis

O ché& verde e o cha preto sdo as formas mais consumidas de C. sinensis,
sendo que o ché preto responde a cerca de 80% do consumo mundial, enquanto
que o cha verde a 20%, com maior consumo na Europa e Asia (HENDERSON et
al., 2002).

As diferencas entre os tipos de chas estdo principalmente no
processamento pos-colheita, obtido pela auto-oxida¢do enzimatica das folhas,
ocorrendo por acao das enzimas polifenol-oxidases e peroxidases presente nos
vacuolos das células (TAKEO, 1992; MACKENZIE et al., 2007). Recentemente
uma técnica de fermentacdo microbiana anaerdébica tem sido empregada
(OKADA et al., 1996).

Existem dois métodos principais de processamento das folhas dos chés, o
tradicional (ortodoxo) que é utilizado para fazer os chas a granel e o método
CTC (Crush, tear, curl - esmagar, rasgar e enrolar) (HAMPTON, 1992) utilizado
para fazer os chas em saquinhos. Estes dois métodos serdo descritos em

detalhes.
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2.3.1 Processo ortodoxo ou tradicional

7

O procedimento tradicional ou ortodoxo € utilizado para fazer cha a

granel, onde as folhas, dependendo do tipo de cha desejado, devem ser

submetidas basicamente aos processos de: vaporizacdo ou tratamento com

calor seco, murchamento, seguido da rolagem, oxidacdo e secagem final

(ENGELHARDT, 2010). Um esquema deste tipo de processamento esta

ilustrado na Figura 2.

Vaporizagdo ou tratamento com calor seco: Tem como finalidade a
inativacdo das enzimas polifenol-oxidase (PFO) e peroxidade. As folhas
sdo colocadas em panelas de metal, sobre vapor d"agua (vaporizacéo) ou
uma chama quente (calor seco), onde se tornam maleaveis, essa subita
exposi¢do ao calor destroi as enzimas que levariam a oxidagdo. Esta é a
primeira etapa de preparacdo do chéa verde.

Murchamento: O objetivo do murchamento é reduzir a umidade das
folhas do cha em até 70% e permitir uma leve oxidacdo. As folhas de cha
sdo dispostas em bandejas no sol ou em ambientes arejados, sob fluxo
de ar através das folhas, para que a umidade seja removida de uma
maneira uniforme. Este processo leva entre 12 e 17 horas, até que as
folhas fiquem flexiveis para o processo de rolagem.

Rolagem: As folhas de cha sdo colocadas sobre uma mesa onde uma
maguina de rolamento gira horizontalmente sobre ela. Esta acédo faz com
gue as folhas de cha sejam esmagadas. Durante o processo de producao
do cha verde a rolagem é feita com aquecimento (100 °C ) para reducéo
da umidade das folhas.

Oxidacéo: O processo de oxidacdo € o0 que leva a diferenciacdo dos
tipos de chas. O cha preto é totalmente oxidado; o cha oolong é
parcialmente oxidado; e os chas verde e branco ndo sdo oxidados. Esta
etapa é fundamental para o sabor final do cha. Para a oxidacao as folhas
sdo colocadas sobre bandejas em um quarto frio e Umido. A oxidacéo

ocorre quando as enzimas endogenas (PFO e peroxidade) entam em
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contato com o oxigénio (de 2 a 6 h). Uma vez que as folhas atingiram o

nivel desejado de oxidacéo, as folhas sdo secas.

« Secagem: E realizada no intuito de parar o processo de oxidacdo e
reduzir o teor de umidade total para cerca de 3%, neste processo o cha é

passado por secadores mecanicos com ar aquecido.

2.3.2 CTC (Crush, Tear e Curl - esmagar, rasgar e enrolar)

O CTC foi inventado durante a Segunda Guerra Mundial para aumentar a
guantidade de ch&a a ser armazenado. O processo de producdo segue o modo
tradicional até a fase de rolagem, a qual é substituida pela técnica CTC, em que
as folhas sdo conduzidas por uma série de rolos cilindricos com centenas de
pequenos "dentes" que cortam, rasgam e enrolam as folhas. Isso origina folhas
com tamanhos muito reduzidos, ideal para fabricacdo de chas em
saquinhos. Vale ressaltar que o método CTC nao altera a qualidade das folhas
do chéa. Apos essa etapa, as folhas seguem os mesmos processos de oxidacao
e secagem, conforme descrito anteriormente nesta secdo (HAMPTON, 1992,
ENGELHARDT, 2010).

Levando-se em consideracdo que o processo produtivo ao qual as folhas
de Camellia sinensis sdo submetidas ap6s a colheita leva a diferenciacdo dos
tipos de chas, estes serdo abordados separadamente com relacdo ao seu

processamento e suas caracteristicas principais.
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FIGURA 2 - PROCESSAMENTO DOS TIPOS DE CHAS DE Camellia sinensis

2.3.3 Cha branco

O cha branco é preparado a partir de folhas jovens e botbes retirados
antes que as flores desabrochem. Para tanto, os botdes foliares estao
protegidos da luz do sol, impedindo-se assim, a formacé&o de clorofila. O
processo basico para preparacdo do cha branco consiste apenas na secagem
mecanica, corte e mistura das folhas, sendo que estas ndo sofrem nenhum tipo
de oxidacdo (GONZALEZ et al., 2009).

2.3.4 Cha verde

O ché verde também néo é submetido ao processo de oxidagdo. A fim de
assegurar que as folhas recém-colhidas ndo oxidem, elas sao expostas a vapor
de agua (vaporizagdo) ou tratamento com altas temperaturas (calor seco) para
inativar as enzimas, e entdo sdo submetidas a etapa de rolagem, a qual ocorre
em temperaturas elevadas, e por fim sdo secas mecanicamente com
aquecimento (OWUOR, 2003; KARORI, et al., 2007; ENGELHARDT, 2010).
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2.3.5 Cha oolong

O cha oolong € submetido a um processo de oxidacdo mediana. A
primeira etapa de seu processamento € o murchamento, logo em seguida passa
pelo processo de rolagem, sem aquecimento, onde ocorre a liberacdo das
enzimas polifenol-oxidase e peroxidase e, posteriormente, ocorre a etapa de
oxidacao. Nesta etapa, as folhas permanecem sobre grandes bandejas em local
frio e Umido, por um tempo aproximado de 1 a 2 horas, onde o ché ir4 adquirir a
sua coloracao caracteristica (escurecimento) e entdo as folhas sdo submetidas a
secagem final (OWUOR, 2003; KARORI et al., 2007; ENGELHARDT, 2010).

2.3.6 Cha preto

As principais etapas para a preparacdo do cha preto sdo basicamente as
mesmas do cha oolong, sendo a principal diferenca o aumento do tempo em que
as folhas ficam submetidas ao processo de oxidacéao (4 a 5 h) (ENGELHARDT,
2010). Quando comparado aos demais chas provenientes da Camellia sinensis,
o0 cha preto € 0 mais oxidado e apresenta um sabor mais forte e acentuado
(BALENTINE et al., 1997).

2.3.7 Cha pu-ehr (p6s-fermentado)

O cha pés-fermentado é inicialmente submetido ao mesmo
processamento do cha verde, no entanto é realizada uma etapa de fermentacéo
microbiana, onde as folhas sdo mantidas em contato com microrganismos
anaerobicos e entdo submetidas aos secadores mecanicos (GONG et al., 1996;
OKADA et al., 1996).

2.4 COMPOSICAO FITOQUIMICA

Compostos fitoquimicos do metabolismo primario possuem uma

distribuicdo universal nas plantas. Esse é o caso dos aminoacidos, dos
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nucleotideos, dos lipidios, dos carboidratos e da clorofila. Ja o metabolismo
secundario origina compostos que ndo apresentam uma distribuicdo universal,
pois ndo sdo necessarios para todas as plantas, ou para que uma planta
complete seu ciclo de vida, mas eles desempenham um papel importante na
interacéo das plantas com o meio ambiente (SIMOES et al., 2004). Existem trés
grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos e
alcaloides (Figura 3) (SIMOES et al., 2004).

Piruvato + 3PGA Terpenos

Via do Mevalonato

— Fénois

Via do Ac. Chiquinico —> AminC{éFido — | Alcaldides
aromaticos

FIGURA 3 - PRINCIPAIS VIAS DO METABOLISMO SECUNDARIO E SUAS INTERLIGACOES.
FONTE: Adaptado de Perez (2011).

A composicao quimica dos diferentes tipos de plantas varia com o clima,
sazonalidade, préaticas de horticultura, a variedade, a idade da folha, e o
processamento a que sao submetidas apds colheita (LUNDER, 1989). Nas
espécies utilizadas na medicina popular ou no preparo de fitoterapicos,
variacbes nos metabdlitos secundéarios podem determinar e/ou influenciar a
eficacia do produto.

As folhas da C. sinensis, de modo geral, contém proteinas, carboidratos,
lipideos, acido ascorbico, terpenos, bases puricas (alcaldides) e principalmente
compostos fendlicos (~30%), além de fracdes volateis, carotenoides, tocoferdis,
vitaminas (A, K, B, C), e minerais como, fldor, potassio, magnésio, ferro,
manganés, fosforo, entre outros. Apresenta também alguns aminoacidos, mas a
L-teanina (a4cido gama-etilamina-L-glutamico) € o mais abundante (HUANG,
1993; BRUNETON, 1995; GRUENWALD, 2000; FERRARA et al., 2001,
ENGELHARDT, 2010).
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E sabido que durante o processo oxidativo a que as folhas de C. sinensis
sdo submetidas, muitas alteracdes na sua composicdo quimica podem ocorrer.
Assim, os principais compostos relatados na literatura para o cha verde e o cha
preto serao melhor abordados.

2.4.1 Carboidratos

Os carboidratos sao classificados em dois grandes grupos: os de reserva
e os estruturais (AVIGAD; DEY, 1997). O amido e as frutanas sao o0s
carboidratos de reserva mais abundantes e metabolizaveis em plantas. Contudo,
as plantas produzem outros polissacarideos que também podem ser
considerados de reserva, como as galactomananas, constituintes de sementes
de muitos vegetais (AVIGAD; DEY, 1997).

Os carboidratos chamados de estruturais, sdo 0s compostos naturais
mais abundantes na Terra, sendo a mais importante fonte de reciclagem de
carbono. Estes carboidratos encontram-se principalmente nas paredes celulares,
gue envolvem as células vegetais (REID, 1997). A composi¢cdo quimica da
parede celular primaria de dicotileddneas € de aproximadamente 25-40% de
celulose, 15-25% de hemicelulose, 15-40% de substancias pécticas, 5-10%
proteinas e tracos de compostos fendlicos (AVIGAD; DEY, 1997).

A parede celular secundaria encontra-se entre a primaria e a membrana
plasmatica da célula, conferindo rigidez aos tecidos vegetais (REID, 1997). A
conversdo da parede primaria em secundaria ocorre ap6s o processo de
lignificacdo, o qual interrompe o crescimento celular e indica, portanto, o
amadurecimento celular e a diferenciacdo terminal da célula (ALBERSHEIM,
1996). A constituicdo quimica deste tipo de parede, passa a ser de 40-45% de
celulose, 15-35% de hemicelulose, 15-30% de lignina e tragos de pectina
(AVIGAD; DEY, 1997).

As pectinas séo polissacarideos ricos em acido galacturénico, ramnose,
arabinose e galactose. Os constituintes fundamentais das pectinas sédo o acido
poligalacturénico (PGA) e as ramnogalacturonanas tipo | (RGI). As
ramnogalacturonanas tipo Il constituem a terceira classe de polissacarideos

pécticos ricos em acido galacturbnico. Arabinanas, galactanas e
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arabinogalactanas sao frequentemente encontradas em fracdes pécticas,
constituindo cadeias laterais das RGI (ASPINALL, 1980; BRETT; WALDRON,
1990; CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Os (PGAs) sdo homopolimeros helicoidais formados por unidades de
acido a-D-galacturénico (1—4)-ligadas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). As (RGI)
sédo heteropolimeros constituidos por repeticdes do grupo dissacaridico [—4)-a-
D-GalpA-(1—2)-a-L-Rhap-(1—] (McNEIL et al., 1984; CARPITA e GIBEAUT,
1993). As RGI e os PGAs formam os dois principais constituintes da matriz
péctica da parede celular dos vegetais superiores (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

As hemiceluloses séo polissacarideos que ocorrem em intima associagcao
com a celulose, especialmente em tecidos lignificados (ASPINALL, 1980). Séo
hemiceluloses: xilanas, glucomananas, mananas, galactomananas,
glucuronomananas, xiloglucanas, calose (B-glucanas com ligagdes 1—3), B-
glucanas 1—3, 1—4 ligadas e arabinogalactanas tipo Il (ASPINALL, 1980;
BRETT; WALDRON, 1990). Este ultimo tipo de polissacarideo também pode
estar presente em fracdes pécticas, associado a moléculas de RGI (CARPITA;
GIBEAUT, 1993).

Com relagdo a C. sinensis, um polissacarideo &cido (ATPS-2) (Figura 4A)
e um polissacarideo neutro (NTPS-1) (Figura 4B) foram purificados de cha
verde, com peso molecular médio de 4.400 e 21.200 Da, respectivamente.
ATPS-2 apresentou ramnose, arabinose, galactose e acido galacturénico em
sua composicao, e suas caracteristicas estruturais foram investigadas por uma
combinacdo de analises quimicas e instrumentais, como degradacdo de Smith,
'H NMR, *C NMR e NMR bidimensional, revelando que ATPS-2 tratava-se de
um polissacarideo péctico com a cadeia principal composta por regides de a-D-
GalpA (1—4) ligadas, interconectadas por residuos de ramnose. As regides mais
ramificadas apresentaram a seguinte cadeia principal: —4)-a-D-GalpA-(1—2)-a-
L-Rhap-(1—4)-a-D-GalpA-(1—, e as cadeias laterais compostas por residuos de
a-L-Araf e B-D-Galp (WANG et al., 2009a, 2009b).

Em relacdo ao polissacarideo neutro (NTPS-1), sua composi¢ao
monossacaridica apresentou apenas galactose, sendo que sua estrutura foi
caracterizada por espectroscopia de infravermelho, cromatografia gasosa,

degradacdo de Smith e espectroscopia de NMR (1D e 2D). O polissacarideo
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NTPS-1 foi caracterizado como sendo uma galactana constituida de unidades

galactopiranosidicas p-(1—4) ligadas (WANG et al., 2009a, 2009b).

A
> 4)-0-D-GalpA-(1>2)-a-L-Rhap-(1>4)-a-D-G alpA-(1>
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—7 |5-D-Galp1—4> li-D-Galp;—:- u-D-Galp1—: ﬁ-D-Galp1—4> &D-Galp1—>

FIGURA 4 - ESTRUTURAS DE POLISSACARIDEOS OBTIDOS DE C. sinensis.
EM A) POLISSACARIDEO ACIDO (ATPS-2) E EM B) O
POLISSACARIDEO NEUTRO (NTPS-1).

Outros tipos de monossacarideos ja foram descritos em
heteropolissacarideos de C. sinensis, entre eles ribose, fucose, xilose, manose,
glucose, acido glucurénico, entre outros. (TAKEO, 1992; CHEN et al., 2004;
YANG et al., 2010).

Assim como o0s processos de oxidacdo alteram o0s metabdlitos
secundarios, os polissacarideos também podem ser afetados. Sabe-se que
muitas das caracteristicas estruturais de um polissacarideo sdo definidas pelo
seu peso molecular, composicdo monossacaridica, a posi¢cdo das ligacdes
glicosidicas, sequéncia de monossacarideos, conformacdo, tamanho de
particula, solubilidade e propriedades reoldgicas (ZHANG; WANG, 2007; CUI,
2005). Deste modo, estudos indicam que a etapa de oxidacdo na producéo de

chas oolong e preto pode induzir a alteracdes da estrutura dos polissacarideos,
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tais como composicdo monossacaridica, peso molecular e interacdo

intermolecular, podendo alterar suas propriedades biolégicas (NIE; XIE, 2011).

2.4.2 Lipideos

Pertencem ao grupo dos lipideos as substancias que, em geral, sao
soluveis em solventes organicos e insollveis ou ligeiramente sollveis em agua.
Contém um grande numero de diferentes tipos de substancias, incluindo acidos
graxos, acilglicerois, fosfolipideos, esfingolipideos além de compostos a estes
relacionados. Os triacilgliceréis sdo os lipideos mais comuns em alimentos,
formados exclusivamente por produtos de condensacdo entre glicerol e acidos
graxos, usualmente conhecidos como 6leos ou gorduras (AMABIS, 1994)

Nas plantas os lipideos podem ocorrer em forma de 6leos ou gorduras
se estes forem para armazenamento. Nos tecidos fotossintetizantes séo
comumente encontrados glicolipideos, tais como monogalactosildiacilglicerol
(MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG) e sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG)
(Figura 5) (CHAPMAN; BARBER, 1987; SASSAKI et al., 2001b).

De acordo com Mahanta (1988), a quantidade total de lipideos na infuséo
de C. sinensis é aproximadamente 4% e durante a manufatura do ch& preto ha
uma mudancga na sua composi¢cado. No processo oxidativo ocorre uma perda de
acido linolénico, como também dos acidos linoléico e palmitico em menores
guantidades. Além da alteracdo nos acidos graxos, também foi observado
alteracdo no conteudo dos glicolipideos MGDG, DGDG, cerebrosideo e dos
fosfolipideos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol), sendo
observado um decréscimo de 27-90% nas folhas processadas (WRIGHT;
FISHWICK,1979).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93leo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gordura
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FIGURA 5- PRINCIPAIS LIPIDEOS ENCONTRADOS EM C. sinensis.
2.4.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem no minimo um anel aromatico em sua
estrutura, com uma ou mais hidroxilas como grupos funcionais. Estes grupos
podem ser substituidos por éteres metilicos, acidos cinamicos, carboidratos,
entre outros. Sdo amplamente distribuidos em plantas como produtos do
metabolismo secundéario. Uma grande variedade de monossacarideos como a
glucose, galactose, xilose, arabinose e ramnose podem estar ligados por meio
de ligacbes O- ou C-glicosidicas, aumentando a variedade quimica dos
compostos fenodlicos (PICCIN, 2004; SOUZA, et al., 2008a)

Uma das formas de se classificar os compostos fendlicos € quanto a sua
cadeia carbbnica principal. Segundo esta classificacdo existem 4 classes
principais: acidos hidroxibenzoicos (acido galico), acidos hidroxicinamicos (acido

caféico, ferrdlico e p-coumarico), cumarinas (cumarina) e flavondides
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(catequinas, quercetina, etc) (ESCARPA; GONZALES, 2001; MACHEIX et al.,

1990).

Os flavondides séo os compostos fendlicos mais comumente encontrados

no reino vegetal, eles sdo caracterizados por apresentarem trés anéis fundidos

como unidade estrutural basica. Estes anéis estdo nomeados com as letras A, B
e C (Figura 6).

FIGURA 6- ESTRUTURA BASICA DE FLAVONOIDES.

Segundo a estrutura quimica, os flavonéides podem ainda ser

subdivididos nas seguintes subclasses (AHERNE; O'BRIEN, 2002) (Figura 7):

Flavanol (flavan-3-ol):  catequina, epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina, epigalocatequina galato, etc;

Antocianidina: cianidina e delfinidina;

Flavanona: hesperetina e naringenina

Flavanonol (dihidroflavonol): dihidroquercetina, dihidromiricetina e
dihidrocaempferol;

Flavona: apigenina e luteonina;

Isoflavona: ginisteina e gliciteina.

Flavonol: quercetina, miricetina, caempferol e isoraminetina
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FIGURA 7 - SUBCLASSES DOS FLAVONOIDES. 1) FLAVANOL; 2) ANTOCIANIDINA, 3)
FLAVANONA, 4) FLAVANONOL, 5) FLAVONA, 6) ISOFLAVONA E 7)

FLAVONOL.

Na literatura encontra-se um grande numero de publicacbes acerca da
composigao fendlica dos chas de C. sinensis. O destaque no cha verde séo os
flavandis ou catequinas (Figura 8) e no ch& preto as teaflavinas (Figura 9),
formadas pela condensacéo de catequinas. No cha verde, as catequinas podem
chegar a 75% do conteddo de flavondides, enquanto no cha preto elas
representam somente 20 a 30%. Além disso, eles podem influenciar o sabor da
bebida, podendo servir como um indicativo da qualidade do produto. Podem
ocorrer reacdes quimicas conhecidas como epimerizacdo durante o
processamento ou preparacdo dos chas, transformando as catequinas

majoritarias em seus isdbmeros (WANG et al., 2000).
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FIGURA 8 - PRINCIPAIS FLAVONOIS/CATEQUINAS PRESENTES NOS CHAS.

Embora o contetdo total de polifendis dos chas verde e preto seja
semelhante, os tipos de flavondides presentes neles séo diferentes, devido ao
processamento desses chas, que levam a formacao de estruturas provenientes
da oxidacao a que sao submetidos (ENGELHARDT, 2010).

Desta forma, as catequinas sdo modificadas durante o processo de
oxidagdo (cha preto) dando origem as teaflavinas, bisflavandis e &cidos
epiteaflavilicos, que sofrem posterior oxidacdo levando a formacdo das
tearubiginas. Na composicdo do ch& preto predominam quatro teaflavinas:
teaflavina simples (TF), teaflavina-3-galato (TF-3-G), teaflavina-3"-galato (TF-3'-
G) e teaflavina-3,3 -digalato (TF-3,3-dG) (Figura 9), além de outras teaflavinas
menos abundantes (DAVIES et al., 1992). As varias teaflavinas, juntamente com
as tearubiginas, produzidas por dimerizacdo oxidativa catalisadas pelas enzimas
polifenol-oxidase (PFO) e peroxidase, contribuem para cor e sabor Unicos do cha
preto (SHARMA et al., 2009; WANG et al., 2000).
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FIGURA 9 - PRINCIPAIS TEAFLAVINAS PRESENTES NO CHA PRETO.
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Além das catequinas, as folhas frescas e processadas (chas verde e

preto) contém ainda quantidade significativa de flavondis (miricetina, quercetina

e caempferol) e flavonas (apigenina) e seus glicosideos correspondentes,

podendo ser mono-, di-, tri- e tetraglicosilados, os quais podem conter ainda

ésteres de acetato ou acidos cindmicos ligados. Tipicamente as ligagdes entre

os carboidratos e flavondis ocorrem em uma das hidroxilas (tipicamente na

posicdo O-3), mas nas flavonas a ligagdo encontra-se no C-6 ou C-8 da
aglicona, e ndo no oxigénio (KHAN; MUKHTAR, 2007, LIN et al., 2008) (Figura

10).
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FIGURA 10 - REPRESENTACAO DE A) FLAVONOL GLICOSIDEO: CAEMPFEROL: R'=R*=H;
QUERCETINA: R'=H, R?=OH; MIRICETINA: R'=R°=OH. E B) FLAVONA
GLICOSIDEO. A GLICONA E CONSTITUIDA PRINCIPALMENTE DE GLUCOSE
E GALACTOSE E ESTERES DE ACETATO OU ACIDO CINAMICO.

Outros compostos presentes no cha verde em maior quantidade do que
no cha preto sdo os taninos (CAVALCANTI et al.,, 2010). Classicamente,
segundo sua estrutura quimica, os taninos sé@o classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de
acidos gélicos e acidos elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato
(HELDT, 1997), como por exemplo, a estrictinina (Figura 11 A). Largamente
encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou proantocianidinas sao
polimeros dos flavanéis (HELDT, 1997) (Figura 11). Quando sao ligados via C4-

C8 ou C4-C6, originam-se as proantocianidinas Tipo B (Figura 9, B), se uma

ligacdo éter extra ocorre entre C3 e C7, sdo denominadas Tipo A (Figura 11, C)

(SOUZA et al., 2008b)
A)

FIGURA 11- EXEMPLOS DE TANINOS HIDROSILAVEIS: A) ESTRICTININA;, E
CONDENSADOS: B) PROANTOCIANIDINA TIPO B E C) PROANTOCIANIDINA
TIPO A.
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2.4.4 Alcaldides

Os alcaloides sao compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos
um atomo de nitrogénio no seu anel. Tal caracteristica indica de certa forma sua
origem quimica. Desse modo, quase a totalidade dos alcalbides é derivada de
aminoacidos, como a ornitina, a lisina, a tirosina e o triptofano. Enquanto a
ornitina é precursora dos alcaldides pirrolidinicos (nicotina) e tropanicos
(cocaina), a lisina da origem aos alcalbides piperidinicos (coniina), a tirosina e o
triptofano sdo formados na via do acido chiquimico e déo origem aos alcaldides
isoquinolinicos, como a morfina e codeina e inddlicos, como a estricnina
(SIMOES, 2004).

Alguns alcal6ides ndo sédo derivados diretamente de aminoacidos e sim
de uma base nitrogenada. Esse é o caso da cafeina (1,3,7-trimetilxantina), uma
xantina produzida a partir de uma purina. Contudo, as purinas por sua vez
derivam de aminoacidos tais como glicina, acido L-aspartico e L-glutamina. A
cafeina e seu precursor teobromina sdo produzidas por mais de 60 espécies
subtropicais, incluindo o café (Coffea arabica), o cha (C. sinensis), o mate (llex
paraguaiensis), o guarana (Paullinia cupana), a cola (Cola nitida) e o cacau
(Theobroma cacao) (ASHIHARA et al., 1996; SIMOES, 2004).

Os principais alcal6ides de purina presentes nos chas verde e preto,
teofilina (1,3-dimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) e cafeina (1,3,7-
trimetilxantina), estdo ilustrados na Figura 12 (DEL RIO et al., 2004).

o} O Hye 0
I ] | H
| ) W
/k J = k =
Teofilina Teobromina Cafeina

FIGURA 12 - EXEMPLOS DE ALCALOIDES DO CHA VERDE E PRETO.

2.4.5 Terpenos

Os terpenos séo divididos em mono, di, tri e tetraterpenos e 0s

poliisoprenos (sesquiterpenos) (Figura 13). Estudos demonstram que o0s
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compostos monoterpendides (6leos essenciais) podem atuar como verdadeiros

agentes antitumorais em diversos tipos de células (BAKKALI et al., 2008).

Yanagimoto et al. (2003), analisaram as propriedades antioxidantes de
extratos volateis (monoterpenos) de ch& verde, oolong e preto. Os compostos
volateis estudados foram caracterizados por GC-MS, sendo que 0s presentes
nos trés tipos de chas estudados foram: hexanal, 2-pentenal, 2-hexenal, 4-
heptenal, 1-penten-3-ol, 1-pentanol, 4&lcool benzilico, N-etilpirrol-2-
carboxalaldeido e indol. Os compostos volateis que apresentaram maior
atividade antioxidante foram 3,7-dimetill-1,6-octadien-3-ol para o cha verde,
furfural para o cha de oolong e alcool benzilico para o cha preto.

Schuh e Schieberle (2006) compararam 0s compostos volateis presentes
em infuséo feita com o ch& verde, com os volateis obtidos da infusdo do cha
preto. Na analise comparativa observou-se que o infuso do cha verde continha um
total de 42 compostos, enquanto para o preto, apenas 24, deste modo, durante o
processamento da bebida para consumo (infusdo) uma grande quantidade de

compostos volateis é perdida.

Monoterpeno Diterpeno
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Triterpeno
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FIGURA 13 - EXEMPLOS DE CADA CLASSE DE TERPENOS.



44

Outro grupo de terpendides encontrados nas plantas sdo as saponinas,

constituidas de um nucleo triterpenoidal pentaciclico, ao qual encontram-se

ligados mono- e/ou oligossacarideos. Diversas saponinas ja foram encontradas

em Camellia sinensis, como € possivel observar no trabalho realizado por

Matsuy et al. (2009), onde todas as saponinas identificadas em outros trabalhos

com extratos de folhas do cha verde de C. sinensis (Figura 14) foram analisadas

com relacéo a suas atividades anti-hipercolesterolémicas.

Saponinas NR R R R elecr
Teasaponina B1 (E)-Cin Ac H Ac Xil 1306 Cos5Hg4057
Assamsaponina J Ac (E)-Cin H Ac Ram 1320 CeeHo047
Isoteasaponina B1 (2)- Cin Ac H Ac Xil 1306 CesHo4027
Foliateasaponina V (E)-Cin H Ac H Xil 1264 Cs3Hg,056
Isoteasaponina B2 Ac (E)-Cin H H Xil 1264 Cs3Hg,056
Isoteasaponina B3 Ang (E)-Cin H H Xil 1304 CosHo6026
Foliateasaponina | Tig Ac H Ac Xil 1258 Cs1Ho4057
Foliateasaponina Il (E)-Cin Ac H H Xil 1264 Cs3Hg,056
Foliateasaponina lll Ang Ac H Ac Xil 1258 Cs1Ho4057
Foliateasaponina IV (2)-Cin Ac H Ac Xil 1306 Cos5Hg4057
Florateasaponina A Ang Ac H H Xil 1216 Cs9Hg,06
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FIGURA 14 - ESTRUTURAS CONHECIDAS DE SAPONINAS DE FOLHAS DE C. sinensis.

FONTE: Matsuy et al., 2009.
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2.5 ANALISE DE COMPOSTOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR: TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

Na elucidacdo da estrutura de compostos de baixa massa molecular, as
técnicas mais empregadas sdo a ressonancia magnética nuclear (NMR - Nuclear
Magnetic Ressonance), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography), ou mais recentemente a cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC - Ultra High Performance Liquid
Chromatography, sendo estas Ultimas acopladas ou ndo ao espectrometro de
massas (HPLC-MS ou UHPLC-MS) (NOVAKOVA et al.,, 2010; PONGSUWAN,
2008; SPACIL et al., 2010; GUILLARME et al., 2010).

Na Cromatografia, mesmo com as técnicas modernas, 0 uso de apenas
um tipo de coluna cromatografica nos processos de fracionamento muitas vezes
nao € suficiente para assegurar a completa separacdo de compostos em
misturas complexas, como o0s extratos de C. sinensis. Recentemente,
metodologias multidimensionais tém sido desenvolvidas em cromatografia
liguida (LC), como por exemplo, LC-bidimensional (2D-LC), a qual tem sido
empregada de forma eficiente na separacdo e identificacdo de uma ampla
variedade de compostos.

Técnicas de cromatografia multidimensional sdo caracterizadas por
apresentarem um poder de resolucdo muito maior em comparagdo com métodos
unidimensionais. Em particular, as técnicas de cromatografia liquida oferecem
uma grande variedade de mecanismos de separag¢do, como fase normal (NP -
Normal Phase), fase reversa (RP — Reversed Phase), por exclusdo de tamanho
(SEC - Size Exclusion Chromatography), de troca iénica (IEX — lon Exchange)
ou cromatografia de afinidade (AC — Afinity Chromatography), caracterizados por
diferentes  seletividades. Consequentemente a cromatografia liquida
bidimensional (2D-LC) pode ser empregada em varios tipos de combinacoes,
gerando um aumento da capacidade, seletividade e resolugcdo dos picos,
especialmente no modo abrangente (DUGO et al., 2008).

Para que uma técnica cromatografica multidimensional seja considerada
abrangente, todo o efluente da primeira dimensao ou uma parte suficientemente

representativa do mesmo devera ser introduzida na segunda dimenséo,
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mantendo as caracteristicas da separagdo ocorrida na primeira dimenséo
(primeira coluna). Se apenas algumas regibes da primeira dimensao forem
introduzidas na segunda, a técnica € denominada heart-cutting sendo uma
técnica ndo abrangente.

De todas as abordagens de LC xLC, a combinagdo de NP (Normal
Phase) e RP (Reversed Phase) é provavelmente a mais ortogonal
(independente) e eficiente, mas também uma das mais dificeis de realizar. Por
esta razdo, apenas algumas aplicagdes NP-LC x RP-LC foram publicadas. No
entanto, o uso combinado de fase normal e reversa em duas dimensdes de
modo abrangente pode ser muito Util na separacdo de misturas complexas. O
principal problema na interface da fase normal e dafase reversa € a
imiscibilidade da fase mdvel, que pode causar picos largos e distorcidos, assim
como impossibilitar sua realizacao (STOLL et al., 2005, DUGO et al., 2004).

Uma abordagem empregada para minimizar o efeito do solvente € a
utilizacdo de uma separacdo cromatogréafica baseada em modo offline, onde as
fracbes da primeira dimensédo sdo coletadas em pequenos tubos, ou viais,
secas, e entdo re-injetas na segunda dimensdo. Uma desvantagem de tal
técnica € o maior tempo gasto na realiza¢do dessas etapas (DUGO et al., 2008).

Outra abordagem menos complexa, devido principalmente a néo
interferéncia do solvente, sdo as técnicas RP x RP, que tém sido desenvolvidas
e aplicadas para determinacdo de antioxidantes (BLAHOVA et al.,, 2006;
CACCIOLA et al., 2006; CACCIOLA et al., 2007; KIVILOMPOLO et al., 2007),
analise de compostos naturais, medicamentos (CHEN et al., 2004; HU et al.,
2005), explosivos (KOHNE et al., 1998), aminas aromaticas e nao-aromaticas
(VENKATRAMANI et al., 2003), drogas (VENKATRAMANI 2006), compostos
aromaticos (IKEGAMI et al., 2006) hidrocarbonetos e derivados de benzeno
(TANAKA et al., 2004), fenois (KOHNE; WELSCH, 1999), extratos de plantas
(KIVILOMPOLO; HYOTYLAINEN, 2007), &cidoindol-3-acético e derivados
(STOOL et al., 2006) e acidos organicos (POL et al., 2006). Desta forma, a 2D-
LC apresenta-se como uma técnica promissora, sendo que o desenvolvimento
de novas metodologias de analise é de grande interesse para aplicagfes futuras

nos mais diversos fins.



47

2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS RELATADAS EM C.sinensis

Considerando que a C. sinensis possui uma grande variedade de
compostos, inimeras atividades biologicas ja foram relatadas. Os compostos do
metabolismo primario, como os carboidratos, por exemplo, apresentam como
principais atividades biol6gicas a hipoglicemiante e antiaderente seletiva contra
certas bactérias patogénicas (TAKEO; KINUGASA, 1992; LEE et al., 2006). Ja
0s compostos do metabolismo secundério, s&o 0s responsaveis pela maior parte
das propriedades biolégicas relatadas em plantas. Dentro deste contexto,
destacam-se o0s compostos fendlicos, que apresentam como principais
atividades: antioxidante, antimutagénica, anticancerigena, anti-inflamatoria,
antiobesidade, hipocolesterémica e protecdo ultra-violeta para pele (COOPER et
al., 2005; YANG, 2007; GONZALEZ et al., 2009)

Uma outra classe de compostos que apresentam diversas propriedades
farmacologicas sdo os terpenos, onde destacam-se 0S monoterpenos, que
apresentam atividades antioxidante, citotdéxica e capacidade antimutagénica, e
também as saponinas que apresentam diversas atividades bioldgicas, entre elas:
hemolitica, = moluscicida, anti-inflamatoéria, antifngica,  antibacteriana,
antiparasitica, antiviral, antitumoral e hipocolesterolémica (SPARG et al., 2004).

Contudo, sabe-se que o processamento dos tipos de chas altera a
estrutura de alguns compostos e esta alteracdo reflete em mudancas das
propriedades quimicas e biologicas, que sao observadas principalmente nos
chas verde e preto (GONZALEZ et al., 2009). Desta forma torna-se de grande
interesse a avaliagdo das atividades biologicas relacionadas aos compostos

encontrados em C. sinensis submetidos a diferentes tipos de processamentos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os metabdlitos de plantas tém sido alvos de indmeras pesquisas,
principalmente devido as suas propriedades farmacoldgicas, além disso,
considerando a complexidade dos extratos vegetais, emerge uma area da
pesquisa voltada para desenvolvimento de analises que permitam a identificacédo
desses compostos presentes nas plantas medicinais.

A Camellia sinensis, em particular, apresenta um elevado e crescente
interesse tanto cultural, quanto econdmico devido a grande complexidade de sua
composicdo quimica e suas respectivas atividades bioldgicas, sendo um bom
modelo para o desenvolvimento de técnicas de analises. Além disso, esta planta
tem uma diversificacdo em seu processamento pés-colheita para obtencdo dos
diversos tipos de chas atualmente disponiveis no mercado (verde, preto, branco,
oolong, pu-ehr), sendo de grande interesse um estudo comparativo de seus
metabdlitos.

Considerando que ndo ha na literatura uma detalhada caracterizacdo dos
polissacarideos presentes em extratos de C. sinensis, a determinacdo da
guimica estrutural, associada a avaliacdo de suas propriedades bioldgicas,
torna-se um bom campo de pesquisa. Além disso, por apresentar grande
complexidade em sua composicao, principalmente com relacdo aos compostos
de baixa massa molecular, esta planta pode ser utilizada no desenvolvimento de
novas metodologias de analises fitoquimicas.

Desta forma torna-se de grande interesse um estudo aprofundado dos
compostos presentes em C. sinensis, bem como a avaliacdo de suas atividades

bioldgicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo, caracterizacdo e
comparacao de polissacarideos presentes em dois tipos de cha de C. sinensis, o
cha verde e o cha preto, além do desenvolvimento de metodologia
cromatografica bidimensional abrangente para determinacdo de compostos de
baixa massa molecular e a avaliagdo de atividades biologicas dos compostos

estudados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Submeter as folhas do cha verde e cha preto a extracdes hidroalcodlica e
aquosa;

v" Determinar a composicao de polissacarideos presentes no extrato aquoso
por técnicas de espectroscopia de NMR de *H e **C, cromatografia de gel
permeacédo (GPC) e de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro
de massas (GC-MS) e compara-los entre os dois tipos de chas;

v' Avaliar a atividade antissepse dos polissacarideos fracionados por
congelamento e degelo;

v Isolar e identificar os compostos de baixa massa molecular, obtidos por
meio da extracdo hidroalcodlica, pela aplicacdo da técnica de
cromatografia liquida bidimensional, utilizando como primeira dimens&o
uma coluna de excluséo por tamanho (SEC) em HPLC e como segunda
dimensdo, uma coluna de fase reversa (RP-C18) no equipamento de
UHPLC-PDA;

v’ Caracterizar a estrutura quimica fina das moléculas identificadas por meio
do acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas;

v/ Avaliar a atividade antillcera gastrica dos extratos hidroalcoolicos;

v' Comparar os resultados obtidos para os dois tipos de chas analisados

(verde e preto).
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5 METODOLOGIA

5.1 OBTENGCAO DOS CHAS VERDE E PRETO

As folhas secas de cha verde e preto foram obtidas de marcas comerciais
encontradas em um mercado local na cidade de Curitiba-PR-Brasil, ambos

produzidos em S&o Miguel Arcanjo-SP-Brasil.

5.2 EXTRACOES

5.2.1 Extracdo Aquosa

100 g de cada cha (verde e preto) foram submetidas a extracdo aquosa
(500 ml), sob refluxo por 2 horas, sendo este processo repetido por 3 vezes.
Apos o tempo de extracdo, o material foi filtrado e os extratos combinados e
concentrados em evaporador rotatorio com pressdo reduzida, até pequeno
volume, sendo em seguida liofilizados. Foram obtidos, assim, os extratos brutos
(V-Brt e P-Brt) e os residuos (V-Res e P-Res), sendo estes ultimos
armazenados em freezer.

Em seguida, os extratos brutos (V-Brt e P-Brt) foram tratados com etanol
(3 volumes), centrifugados a 8000 rpm, obtendo-se entéo 2 fracdes, as fracoes
precipitadas em etanol (V-Ppt-Et e P-Ppt-Et) as quais foram liofilizadas e
armazenadas para posterior analise estrutural, e as fracdes soluveis em etanol
(V-Sol-Et, P-Sol-Et), que foram concentradas até pequenos volumes (~50 ml),
liofilizadas e armazenadas em freezer.

As fracBGes precipitadas (V-Ppt-Et e P-Ppt-Et) foram ressuspendidas em
agua e dialisadas contra agua corrente em membranas de 12-14 kDa de limites de
exclusao (Spectra/Por®), por 24 horas. Apos a dialise, as amostras foram liofilizadas

e armazenadas.
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5.2.2 Extracdo Hidroalcodlica

Folhas (100 g) de cada cha foram submetidas a extracdo hidroalcodlica,
em 500 ml de solucéo de etanol 70% (v/v), sob refluxo por 2 horas (3 x). Os
extratos foram filtrados, concentrados em evaporador rotativo obtendo-se assim
os extratos brutos (V-Et70 e P-Et70), que foram liofilizados e armazenados em

freezer para posterior analise.

5.3 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

5.3.1 Separacao dos polissacarideos por congelamento e degelo

As fracdes insoluveis em etanol (V-Ppt-Et e P-Ppt-Et) foram fracionadas
pelo processo de congelamento e degelo. Cada fracdo foi solubilizada em agua
destilada e a seguir submetida ao processo de congelamento e posterior degelo
na temperatura ambiente. O material insolivel em agua fria (V-Ins-GD e P-Ins-
GD) foi separado dos demais componentes soluveis (V-Sol-GD e P-Sol-GD) por
centrifugacéo (8000 rpm, 15 min, 25 °C) (GORIN; IACOMINI, 1984).

5.3.2 Fracionamento dos extratos hidroalcodlicos por particéo liquido-liquido

Os extratos hidroalcodlicos V-Et70 e P-Et70 de ambos os chas (500 mg)
foram solubilizados em 100 ml de agua e entdo foram submetidos a
particionamento liquido-liquido com os seguintes solventes (100 ml cada):
cloroférmio, acetato de etila e butanol em ordem crescente de polaridade. Desta
forma obtiveram-se as fragdes V-CHCI;, V-AcEt, V-BuOH, V-Aq, para o cha
verde, e P-CHCI;, P-AcEt, P-BuOH e P-Aq, para o cha preto. Estas fracdes
foram secas em evaporador rotativo e entdo armazenadas para analises

posteriores.
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5.4 DERIVATIZACOES QUIMICAS

5.4.1 Hidrélise acida total

Uma aliquota (2 mg) de cada fracdo solavel no congelamento e degelo
(V-Sol-GD e P-Sol-GD) foi tratada com 500 ul de TFA 2 M (&cido trifluoracético)
por 8 horas em estufa a 100 °C. Decorrido o tempo de hidrdlise, o acido foi
eliminado das amostras hidrolisadas por evaporacdo a temperatura ambiente
sob fluxo de N,. Os produtos de hidrolise foram levados a reducéo e acetilagao

como explicado a seguir.

5.4.2 Reducdao e acetilacdo dos produtos de hidrolise

Os monossacarideos obtidos por hidrélise foram reduzidos com NaBH,4
(borohidreto de so6dio), pH 9-10, por no minimo 4 horas (WOLFRON, 1963a).
Apos este periodo, as amostras foram tratadas com resina catidnica, para
eliminar o sédio, levadas a secura sob fluxo de N, e lavadas com metanol (3 x)
para co-evaporacao do borato, sob fluxo de N,. Os alditéis formados foram
acetilados em 400 ul de anidrido-acético (Ac,0) e piridina (1:1, v/v) por 14 hs
(WOLFROM, THOMPSOM, 1963a) a temperatura ambiente, formando os
acetatos de alditéis, os quais foram extraidos com cloroférmio. Os reagentes
foram removidos da fase de cloroférmio por sucessivas lavagens com solucao
aquosa de sulfato de cobre 5% (v/v). Apds, foi adicionado sulfato de sédio anidro
para remocdo de agua residual, e a amostra deixada secar em temperatura
ambiente (=25 °C). Apds secura, os acetatos de alditéis produzidos foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS - Gas Chromatography-Mass Spectrometry).

5.4.3 Dosagem de acidos urénicos
A dosagem de acidos urdnicos totais foi realizada pelo método

colorimétrico descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Em 400 uL das fracdes

V-Sol-GD e P-Sol-GD (0,1 mg/ml) foram adicionados 40 pL de uma solucéo de
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acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 M (pH 1,6), e 2,4 ml de solucédo de
tetraborato de sodio 75 mM, em H,SO, concentrado. ApGs aquecimento em
banho-maria fervente (100 °C) por 20 min, esta mistura foi resfriada e foram
adicionados 80 pL da solucédo de m-hidroxi-bifenil a 0,15% em NaOH 0,5% para
a producéo do complexo colorido.

A coloracao, estavel até 1 hora apds sua formacéo, foi imediatamente lida
em espectrofotometro (Biospectro SP-22) em 525 nm. A quantificagdo foi
realizada com o auxilio de uma curva padrao de &cido galacturbénico (Sigma)

dentro da sensibilidade do método (0,97 a 38,8 ug de acido urénico).

5.5 METODOS ANALITICOS

5.5.1 Cromatografia em camada delgada (TLC - Thin Layer Chromatography)

As fracBes (V-Sol-GD e P-Sol-GD) foram hidrolisadas e analisadas
inicialmente por meio de cromatografia em camada delgada para observar a
composi¢cdo monossacaridica, assim como as demais fragBes obtidas das
purificacbes. O perfil cromatografico foi comparado com acUcares padrdes:
glucose (Glc), galactose (Gal), arabinose (Ara), ramnose (Rha), acido
galacturénico (GalA) e acido glucurénico (GIcA).

As andlises foram realizadas em placas de silica-gel 60G (Merck), com 8
cm de altura total (7 cm a partir da origem). Como fase mavel foi utilizado EtOAc-
n-PrOH-AcOH-H,0 (9:2,3:1:1, v/v). Para a visualizagdo das bandas utilizou-se o
revelador orcinol-H,SO4 a 100 °C (SKIPSKI, 1975).

5.5.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS -
Gas Chromatography-Mass Spectrometry)

Os acgucares, ja devidamente convertidos em seus respectivos derivados
volateis (acetatos de alditois) foram analisados em cromatégrafo a gas, da
marca Varian (Palo Alto, CA), modelo Saturn 2000R. A deteccao por massas foi
feita por ionizacdo eletrénica (70 eV) e analisador do tipo lon Trap. A coluna

utilizada na separacado dos componentes foi a coluna capilar DB-225-MS. Hélio
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(5.0 analitico) foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 ml.min™®. A
programacdo de temperatura foi: temperatura do injetor igual a 250 °C;
temperatura inicial do cromatégrafo de 50 °C mantida por 1 min e aumentada
para 230 °C a 40 °C.min"* e mantida constante nesta temperatura até o final da
analise (25 min).

A identificacdo dos compostos foi realizada pelos respectivos tempos de
retencdo, espectro de fragmentacéo de massas e por comparagdo com padroes

auténticos.
5.5.3 Cromatografia de gel permeacao (GPC - Gel Permeation Chromatography)

As analises de GPC foram realizadas com o intuito de observar a
distribuicdo de massas dos polissacarideos presentes nas fracdes V-Sol-GD e
P-Sol-GD. Foi utilizado um cromatoégrafo de exclusdo estérica de alta presséo
(HPSEC - High Pressure Size Exclusion Chromatography) WATERS, equipado
com detector de indice de refracédo diferencial (RID - Refractive Index Detector),
modelo WATERS 2410, e espalhamento de luz em multidngulos (MALLS -
Multiangle Laser-Light Scattering), WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN
DSP-F. Foram também utilizadas 4 colunas de gel permeacdo em série, com
limites de exclusdo de 7 x 10° 4 x 10°, 8 x 10* e 5 x 10° Da. Como fase mével
para as analises foi utilizado o NaNO; 0,1 mol.I * em NaN; 0,2 g.I"}, com fluxo de
0,6 ml.min™.

As amostras foram solubilizadas em uma solucdo de nitrito de soédio
(NaNO;) 0,1 mol.L™, contendo 200 ppm de azida de sédio (NaNs). A uma
concentracdo final de 1 mg.ml™. Previamente & injecdo das amostras, estas
foram filtradas em membranas de acetato de celulose com porosidade de 0,22

gm.

5.5.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR — Nuclear

magnetic ressonance)

As fracbes solluveis obtidas apoOs fracionamento por congelamento e

degelo (V-Sol-GD e P-Sol-GD) foram analisadas por espectroscopia de
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ressonancia magnética nuclear. Os espectros de RMN de '3C (1D) foram
realizados em um espectrometro Bruker Avance Ill, 400 MHz, com sonda inversa
de 5 mm. As amostras foram solubilizadas em D,0. Os deslocamentos quimicos
nos espectros de RMN foram calibrados em relagdo ao sinal do 2,2,3,3-
tetradeutério-3-trimetilsililpropionato (TMSP-d4 — referéncia interna’) em & 0.

5.5.5 Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC)

A cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC - Ultra high
performance liquid chromatography) acoplada ao espectrometro de massas foi
utilizada para identificacdo dos metabdlitos de baixa massa molecular dos
extratos hidroalcodlicos (V-Et70 e P-Et70) e das fracdes obtidas apos
fracionamento liquido-liquido (Aq, BUOH, AcEt, CHCL3) de ambos os chas. A
cromatografia foi realizada em um sistema Acquity-UPLC™ (Waters, MA, USA),
composto por uma bomba binaria, amostrador automatico e forno de coluna. A
deteccéo foi realizada por detector evaporativo de espalhamento de luz (ELSD —
Evaporative light scattering detector), arranjo de fotodiodos (PDA - photodiode
array, 200-400 nm) ou, nas analises online, por espectrometria de massas do
tipo electrospray (ESI-MS — electrospray ionization mass spectrometry, m/z 100-
1500).

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente em sala
climatizada (22 °C). As separacdes foram desenvolvidas em colunas proprias
para UPLC™, BEH-C18™ com 50 mm x 2,1 mm de didmetro interno e 1,7 um de
tamanho das particulas.

A separacdo ocorreu a 60 °C (temperature da coluna) a um fluxo de 0,4
ul.min™, usando 0,1% de &cido férmico (solvente A) e MeOH (solvente B), com
um aumento linear do solvente B de 0 a 80% em 12 min, a 100% em 14 min,
mantido até 15 min. Apos retornar a condi¢do inicial (0% B, em 16 min) o
sistema foi reequilibrado por 2 minutos.

As amostras foram preparadas em MeOH-H,O (1:1, viv) a1 mg.mlI* e o

volume de injecéo foi de 10 pulL.
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5.5.6 Desenvolvimento da técnica de cromatografia liquida bidimensional (2D-
LC)

Para a primeira dimensdo de analise utilizou-se o HPLC LC10A
(Shimadzu) equipado com uma coluna de exclusdo por tamanho (SEC - size
exclusion chromatography, Ultrahydrogel-120 Waters), com 300 mm x 7,8 mm e
5 x 10° Da de limite de exclusdo (Waters). A separacao foi desenvolvida com um
gradiente utilizando H,O (solvente A) e acetonitrila (solvente B) em um fluxo de 1
ml.min? a 60 °C. O aumento linear do solvente B foi de 0 a 50 % em 40 min,
mantido até 50 min e entdo retornado a condi¢&o inicial em 60 min. As amostras
brutas (V-Et70 e P-Et70), cada uma com a concentracdo de 50 mg.ml™, foram
preparadas em MeOH-H,O (1:1 v/v) e o volume de injecdo foi de 200 pL.
Aliquotas de 1 ml foram coletas durante todo tempo de corrida, sendo entéo
secas sobre fluxo de N2 usando o evaporador Reacti-Vap (Thermo Scientific), e
entdo transferidas a viais de UPLC com 0,2 ml de MeOH-H,0 (1:1, v/v).

A segunda dimenséao foi realizada em um sistema de UHPLC com uma

8™ como descrito no item 5.5.5. Os solventes

coluna de fase reversa BEH-C1
foram os mesmos (&cido férmico 0.1% (A) e MeOH (B)), mas as condicdes de
separacéo foram diferentes. O fluxo foi de 1 ml.min™ e a temperatura da coluna
foi de 80 °C. O gradiente de solvente foi obtido com aumento linear do solvente
B como segue: inicio 0%, mantido por 0,2 min, entdo 40% em 4 min e 100% em
6 min mantido até 7 min, o retorno a condicao inicial (0% B) foi em 7,5 min e a
coluna recondicionada por mais 2 min. Os dados obtidos da deteccéo do PDA e
ELSD na segunda dimenséo foram exportados na forma de arquivos ASCII e

processados pelo programa Sigma-Plot 12.
5.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.6.1 Avaliacdo da atividade dos polissacarideos de Camellia sinensis em

modelo de Sepse murina

O modelo animal de inducdo da sepse por perfuracédo do intestino simula
a septicemia devido ao extravasamento de fezes e acesso das suas bactérias a

corrente sanguinea (SPRONK et al., 2004). Para a cirurgia de ligadura e
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perfuracdo do ceco (CLP), os camundongos Swiss (7 a 8 semanas de idade)
foram anestesiados com uma mistura de cetamina/xilazina (75/10 mg/kg,
intraperitonial), foi realizada uma incisdo abdominal e, através desta abertura, a
valvula ileocecal foi exposta da cavidade abdominal, o ceco foi parcialmente
ligado e posteriormente perfurado (3 furos com agulha 22G). As perfuracdes
foram confirmadas por uma leve pressdo manual, a qual resultou em
extravasamento de pequena quantidade de conteldo intestinal. ApGs estes
procedimentos, o intestino perfurado foi imediatamente recolocado na cavidade
abdominal e a incisao foi suturada.

Apos a cirurgia, todos os animais receberam uma injecdo subcutanea de
solucdo salina isotbnica (1 ml/100 g) e foram acondicionados em caixas
aquecidas até a recuperacao total da anestesia.

Neste estudo, para efeitos de comparacdo da mortalidade, foram
providenciados diferentes grupos, 0s quais estao listados abaixo:

e Grupo Falso-Operado - cujos animais foram anestesiados,
sofreram a incisdo e a sutura do abddémen, mas n&o foram
submetidos a ligadura e perfuracdes do ceco;

e Grupo Controle — constituido por animais com inducéo de sepse e
tratados somente com salina (soro fisiolégico);

e Grupo de animais com inducdo de sepse tratados com o extratos
V-Sol-GD e P-Sol-GD de Camellia sinensis. Ambos os extratos
foram administrados uma vez ao dia, nas doses de 30, 50 e 100

mg/kg, referentes a cada grupo, por via subcutanea.

O tratamento foi mantido durante os sete dias seguintes a cirurgia. Neste
periodo, a mortalidade dos animais foi quantificada a cada 12 horas.
Posteriormente, as mortalidades dos diferentes grupos foram comparadas entre
si. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo

Comité de Etica da Universidade Federal do Parana (Autorizagdo nimero 430).
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5.6.1.1 Determinacédo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

A determinacgéo da atividade da enzima mieloperoxidase é utilizada como
marcador da infiltracdo de neutrofilos nos tecidos. Nesta metodologia foram
utilizados os pulmdes de camundongos tratados ou ndo com os polissacarideos
dos chas verde e preto da Camellia sinensis. Os pulmbes foram
homogeneizados em tampdo de HTAB (brometo de hexametilamonium) e
centrifugados a 15000 rpm por 30 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados
os regentes TMB 1,6 M (tetrametilbenzidina) e peroxido de hidrogénio 1 mM em
tampdo fosfato. A atividade foi entdo mensurada espectrofotometricamente a

650 nm, a 37 °C, usando um leitor de microplacas.

5.6.1.2 Anélise estatistica

Os resultados serdo expressos como média * erro padrdo das médias. A
avaliacdo dos resultados sera realizada por meio do teste “t” de Student para
amostras ndo pareadas ou por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni, quando necesséario. Em todas as analises, valores de

P<0,05 serdo considerados estatisticamente significantes.

5.6.2 Avaliagéo da atividade gastroprotetora

5.6.2.1 Animais

Ratos Wistar fémeas (180-200 g) do biotério da UFPR foram mantidos
sob condicao padréao de laboratério (ciclo de 12 h dia/noite e temperatura de 22
+ 2 °C). Racdo (Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil) e agua foram disponibilizadas a
vontade. Os animais foram deixados em jejum por um periodo de 15-18 h antes

do experimento.
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5.6.2.2 Inducéo de leséo gastrica aguda em ratos

Ratos em jejum (n = 6 animais por grupo) foram tratados oralmente com
veiculo (H,O, 0,1 ml/100 g de peso corporeo), omeprazol (40 mg/kg), V-Et70
(10, 30 e 100 mg/kg) e P-Et70 (10, 30 e 100 mg/kg), 1 h antes da administracéo
de etanol P.A. Ap6és uma hora do tratamento com etanol os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical (ROBERT et al., 1979). Os estébmagos
foram removidos, a mucosa gastrica foi exposta e, entdo, a lesdo géstrica
quantificada usando a seguinte férmula: area lesionada (mm?) = comprimento da
lesdo (mm) x largura da lesdo (mm) (ZAYACHKIVSKA et al., 2005).

5.6.2.3 Anélise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro médio padrdao. A
significancia estatistica dos resultados foi determinada usando analise de
variancia seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram considerados
diferentes para um nivel de significancia de p < 0,05. A dose efetiva 50% (DEs)
foi calculada pela adaptacdo dos danos na equacdo: Vi/Vo = 1/(1 + [I}/ICso),
usando o KhaleidaGraph 3.0 para Windows (Synergy Software, PA, USA), onde
Vi = atividade total, Vo = atividade residual.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E FRACIONAMENTO DOS
POLISSACARIDEOS DE C. sinensis

Os extratos V-Brt e P-Brt das folhas de cha verde e preto obtidos por
meio da extragdo aquosa foram tratados com etanol, com a finalidade de separar
compostos de alta massa molecular (polissacarideos e proteinas) daqueles de
baixa massa. A extracdo e o fracionamento dos polissacarideos sdo resumidos

na Figura 15 e os rendimentos apresentado na Tabela 1.

Chaverde e Cha preto (100 g)

Extracdo: 500 mL de H,0 / 100 g de material
100°C/3x/ 2h

Residuo (Res) Extrato (Brt)
Etanol3V
Sobrenadante (Sol-Et) Precipitado (Ppt-Et)
| Dialise aberta 12-14 kDa
Retido

Congelamento e degelo

Insoldvel (Ins-GD) || Soluvel (Sol-GD)

FIGURA 15 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRAGCAO E FRACIONAMENTO DOS
POLISSACARIDEOS OBTIDOS PELA EXTRACAO AQUOSA DO CHA VERDE
E PRETO.

Apo6s o fracionamento por congelamento e degelo, as fracdes soluveis
(Sol-GD) e insoluveis em agua fria (Ins-GD) foram obtidas. As fragcdes insoluveis

nao foram analisadas no presente trabalho.

A Tabela 1 apresenta os rendimentos das fragOes obtidas, sendo que a

guantidade de material utilizada na obtencao dos extratos aquosos foi de 100 g.
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TABELA 1 - RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS DA EXTRAGCAO AQUOSA PARA O CHA
VERDE E O CHA PRETO A PARTIR DE 100 g DE MATERIAL.

Extrato Cha Verde (g) Cha Preto (Q)
Brt 31,5 20,0
Sol-Et 25,1 14,5
Ppt-et 6,0 4,0
Sol-GD 4,7 2,8
Ins-GD 1,1 0,9

6.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS DE FOLHAS

de C. sinensis

As fracdes V-Sol-GD e P-Sol-GD foram analisadas comparativamente
guanto a composicdo monossacaridica, perfil cromatografico em gel permeacao
e espectro de NMR. Além disso, foi avaliada a antividade antissepse destas
fracbes. Com relacdo a composicdo monossacaridica, as amostras apos a
hidrolise foram analisadas por meio de TLC (Figura 16) e seus alditdis acetatos
analisados por meio de GC-MS (Tabela 2). A TLC foi realizada no intuito de
avaliar a presenca de acidos urdnicos, que sdo caracteristicos de estruturas
pécticas, e que ndo sdo possiveis de analisar na forma de alditéis acetatos no
GC-MS.

Na comparagcdo com os padrdes € possivel observar a presenca de acido
galacturbnico como Unico agucar acido das amostras, além de arabinose,

galactose e glucose como acgucares neutros, em ambas as amostras de chas.
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- V-Sol- P-Sol-
' 6D Gp O%PA GikpA Ara Gal Glu Rha

FIGURA 16 — TLC DAS FRACOES V-SOL-GD E P-SOL-GD.

Os derivados acetatos de alditéis foram analisados por meio de GC-MS,
observando-se que as amostras apresentaram como componentes
monossacaridicos neutros principais arabinose, galactose, glucose. Observa-se
também que as amostras provenientes de folhas de cha verde apresentaram
maior proporcdo de acido galacturénico quando comparadas ao cha preto e que
nas folhas oxidadas ocorre um aumento na proporcao de arabinose e glucose e
uma diminuicdo na proporcao de galactose (Tabela 2). A analise da composicao
monossacaridica sugere a presenca de arabinogalactanas e polissacarideos
pécticos, ricos em acido galacturbnico, tais como, acido poligalacturbnico e
ramnogalacturonana, como polissacarideos majoritarios dos chas verde e preto.
No entanto, existem diferencas nas propor¢des de seus monossacarideos, o que
pode estar relacionado ao processamento das folhas durante a producédo dos
chas.

TABELA 2 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DO
FRACIONAMENTO POR CONGELAMENTO E DEGELO

Fracdo Rha(%) Ara(%) Man(%) Gal(%) Glc(%) GalA(%)*
V-Sol-GD 6 27 4 35 13 15
P-Sol-GD 8 53 4 18,3 12 5

* Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).
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As fracbes obtidas foram analisadas quanto a seu perfil de eluicdo em
cromatografia de gel permeacdo, evidenciando a distribuicio de massas
moleculares dos polimeros presentes nas amostras. Nos cromatogramas pode-
se observar que ambos os chas sdo compostos por misturas de polimeros, de
acordo com o perfil polidisperso de eluicdo. Os cromatogramas estéo ilustrados

na Figura 17.
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FIGURA 17 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE POR HPSEC-MALLS DAS FRACOES V-SOL-
GD (A) E P-SOL-GD (B).

A andlise comparativa entre as fracbes V-Sol-GD e P-Sol-GD também foi
realizada por NMR de **C unidimensional (Figuras 18), no qual observa-se

bastante similaridade entre as amostras.
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O espectro de NMR de *3C de V-Sol-GD (Figura 18A) apresentou sinal de
carboxila esterificada de unidades de &cido galacturénico (6 171,3), confirmado
pelo sinal em & 53,4, tipico dos ésteres metilicos presentes em C-6 das
unidades de galacturonatos (MAURER-MENESTRINA et al., 2003). O sinal em
6 100,7 é do C-1 em ligacdo 1—4 de unidades de a-GalpA (WANG et al.,
2009). O espectro mostra também sinal em 6 79,2, confirmando a ligacdo 1—4
do &cido galacturénico, e sinais em 6 71,3 e 5 61,8 correspondente a C-5 e C-2
das unidades de GalpA.

Na regido dos carbonos anoméricos ainda pode-se observar sinal em &
103,9 indicando C-1 de unidade de p-Galp, além disso, foram observados
sinais caracteristicos dos carbonos substituidos em & 68,8 e o 82,2
caracteristicos de C-6 e C-3 ligados das unidades de [3-D-Galp,
respectivamente (CIPRIANI et al., 2004, DELGOBO et al., 1999). Sinais em &
77,4 e 6 73,9, foram atribuidos ao C-5 e C-2 ndo substituidos, respectivamente das
unidades de B-D-Galp (GORIN; MAZUREK, 1975; SIMAS, 2008), e aquele em &
61,4 ao C-6 livre das unidades de B-D-Galp (AGRAWAL, 1992).

Em contraste com a analise da composicdo monossacaridica, o espectro
de RMN néo apresentou sinal, em 6 ~108, referente ao C-1 de unidades de a-L-
Araf (DELGOBO et al.,, 1998; TISCHER; GORIN; IACOMINI, 2002). Contudo,
pode-se sugerir que esta fracdo contém uma estrutura péctica constituida de acido
a-D-galacturdnico (1—4) ligado na cadeia principal e a presenca de galactose
1-3, 1—6-ligadas.

Os acidos poligalacturbnicos (PGAs) sao estruturas pécticas, sendo
homopolimeros formados por unidades de &cido a-D-galacturénico (1—4)-
ligadas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). J4 as arabinogalactanas tipo Il séo
formadas por um amplo grupo de cadeias curtas de (1—3) e (1—6) B-D-
galactanas conectadas umas as outras por pontos de ramificagcdo em O-3 e O-6
e apresentam a maior parte das posi¢coes O-3 e O-6 restantes ocupadas por
unidades de arabinose (CARPITA e GIBEAUT, 1993).
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FIGURA 18 - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE *C DAS FRACOES V-SOL-GD (A) E P-SOL-

GD (B) EM D,0 A 70°C.

Em relacdo ao ché preto, o espectro de NMR de *3C da fracdo P-Sol-GD

(Figura 18B) apresentou sinal tipico de carboxilas de unidades de &cido

galacturdnico em 6 171,3, o qual foi menos intenso se comparados com o cha

verde, 0 que é condizente com os dados da dosagem de acido urénico. O sinal

em 6 100,7 corresponde ao C-1 de unidades de a-GalpA em ligagdao 1—4

(RENARD et al., 1998; DELGOBO et al., 1998). O sinal com & 79,2 na regiao dos
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carbonos substituidos, confirma o &cido galacturénico ligado em 1—4, o sinal em
d 53,4 & de grupamentos CHgs ligados em C-6 das unidades do &acido
galacturonico (MAURER-MENESTRINA et al.,, 2003) e o sinal em & 71,3
correspondente a C-5 de unidades de GalpA. Observa-se também sinal em &
103,9 de C-1 de B-D-Galp (TISCHER; GORIN; IACOMINI, 2002; FRANSEN et
al., 2000). E sinais em 6 68,8 e 6 82,2 caracteristicos de C-6 e C-3 ligados das
unidades de B-D-Galp, respectivamente (CIPRIANI et al., 2004, DELGOBO et al.,
1999) Sinaisem &6 77,4 e 6 73,9 foram atribuidos ao C-5 e C-2 nao substituidos,
respectivamente das unidades de B-D-Galp (GORIN; MAZUREK, 1975; SIMAS,
2008). O sinal em 6 109,7 foi atribuido ao C-1 de unidades de a-L-Araf
(DELGOBO et al., 1998; TISCHER; GORIN; IACOMINI, 2002; FRANSEN et al.,
2000), e aquele em 6 84,7 ao C-3 de a-L-Araf. Um sinal 6 61,4 de C-5 de a-L-
Araf (DELGOBO et al., 1999) e outro em ¢ 61,8 do C-6 livre das unidades de [3-
D-Galp também foram observados (AGRAWAL, 1992).

A partir dos dados obtidos é possivel sugerir que o extrato aquoso do cha
preto contém como principais polissacarideos um &cido poligalacturénico e uma
arabinogalactana tipo II.

Com a analise destes dados, pdde-se observar que existe diferenca entre
os dois tipos de chéas analisados, principalmente com relacdo a degradacao de
alguns compostos, como o acido carboxilico no cha preto, sugerindo que o
processo oxidativo possa estar interferindo na estrutura quimica desses
polissacarideos, o que também pode ser observado na dosagem de acidos
urénicos. Embora o cha verde possua um maior contetdo de acido galacturdnico
do que o ch& preto, ambos apresentam os sinais referentes a esta unidade
monossacaridica bastante intensos no espectro de NMR, quando comparados
aos demais monossacarideos. Isso pode estar relacionado a solubilidade das
amostras durante analise de NMR, onde observou-se leve precipitacdo do

conteudo com o decorrer do tempo.
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6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS POLISSACARIDEOS DO CHA VERDE E
PRETO NA SEPSE

As fragbes V-Sol-GD e P-Sol-GD foram analisadas com relagdo a
atividade protetora na sepse conforme descrito anteriormente (item 5.6.1). Os
animais cuja valvula ileocecal foi perfurada desenvolveram a sepse e
apresentaram uma mortalidade acentuada. A mortalidade destes animais
tratados com salina (controle) teve inicio 24 horas ap0s a inducdo da sepse, com
mortalidade atingindo 36,4% e 63,6% nos tempos de 24 e 48 horas apés a
ligadura e perfuracdo do ceco (CLP). A mortalidade total do grupo controle ao
final do periodo de observacéo foi de 100% dos animais (Figura 18). A letalidade
foi significativamente reduzida pelo tratamento com o cha verde nas doses de
30, 50 e 100 mg/kg.

Ao final da observacdo, a sobrevivéncia destes grupos correspondeu a
25% para a dose de 30 mg/kg e de 40% para ambas doses de 50 e 100 mg/kg,
mostrando que o aumento da dose para 100 mg/kg ndo alterou o indice de
sobrevivéncia (Figura 19 A).

Resultados semelhantes, porém com menor protecdo contra a letalidade,
foram observados nos grupos tratados com o chéa preto (Figura 19 B). Nas doses
de 30, 50 e 100 mg/kg a taxa de sobrevivéncia foi igual, respectivamente, a
20%, 25% e 20%.

Nenhuma morte foi observada nos animais do grupo falso-operado. Este
resultado comprova que a simples abertura da cavidade abdominal (grupo falso
operado) seguida da exposicdo da valvula ileocecal dos animais, ndo causa a
sepse.

Sabe-se que polissacarideos de diversas fontes e com uma grande
variedade de estruturas quimicas apresentam atividades bioldgicas, tais como
antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral, imunomodulatoria, etc. (CARNEIRO-
LEAO et al.,1997; PAULSEN, 2001) e que alguns polissacarideos também
apresentam efeitos benéficos confirmados na sepse (KIM et al., 2003; RUTHES
et al, 2011).

Assim, os resultados deste experimento demonstraram uma atividade

significante dos polissacarideos dos chas verde e preto sobre a sepse. Tratando-
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se de polissacarideos, este € um resultado positivo, uma vez que geralmente as
atividades benéficas da planta sé&o atribuidas aos polifendis. Neste experimento
mostrou-se, portanto, que o0s polissacarideos da C. sinensis também podem
proteger da letalidade por sepse, possivelmente devido ao potencial anti-

inflamatorio.
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FIGURA 19 - CURVA DE LETALIDADE NA SEPSE EM ANIMAIS TRATADOS OU NAO COM
OS POLISSACARIDEOS DO CHA VERDE (A) E PRETO (B).

6.3.1 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) nos pulmfes dos animais

tratados ou ndo com os polissacarideos do cha verde e preto

A atividade da mieloperoxidase (indicativa de acumulo tecidual de
neutroéfilos) foi quantifica espectrofotometricamente em homogenato de pulmdes
coletados 18 horas apoés inducdo da CLP. Os camundongos submetidos a sepse
foram tratados com salina (controle), V-Sol-GD ou P-Sol-GD (30 e 50 mg/kg) ou
dexametasona (0.5 mg/kg) imediatamente apds a cirurgia.
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A sepse elevou consideravelmente a atividade da MPO (50,2%) em
relacdo ao grupo falso operado. Este aumento foi prevenido significativamente
pelos polissacarideos dos chéas verde e preto (V-Sol-GD e P-Sol-GD) na dose
de 50 mg/kg, com inibicbes correspondentes a 33,3% e 28,4%, respectivamente
(Figura 20). A dexametasona, usada como controle anti-inflamatorio, inibiu a
infiltrac&o de neutrdfilos (45,2%), avaliada indiretamente pela atividade da MPO.

Os animais tratados com as doses de 30 mg/kg ndo apresentaram
diferenca significante em relacdo ao grupo controle quanto a atividade desta
enzima.

Isso confirma o efeito positivo dos polissacarideos na inflamacao tendo
em vista a diminuicdo da migracdo de neutrofilos ao sitio inflamatorio (avaliada
indiretamente pela atividade da MPO). A migracao aumentada de neutréfilos na
sepse tem sido relacionada a diversos efeitos deletérios que levam a lesao
tecidual e a faléncia dos o6rgdos e, consequentemente, a morte (LANDRY;
OLIVER, 2001). A reducdo desta migracdo é considerada um dos fatores que
podem prevenir a mortalidade por sepse e pode estar relacionada, ao menos em
parte, a maior sobrevida dos animais com sepse observada anteriormente.
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FIGURA 20 - ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE. OS RESULTADOS ESTAO
EXPRESSOS COMO MODIFICACOES NA DENSIDADE OPTICA POR
MILIGRAMA DE PROTEINA. OS VALORES REPRESENTAM A MEDIA + ERRO
PADRAO DA MEDIA. #P<0.001 EM RELACAO AO GRUPO FALSO OPERADO
(F.0), **P<0.001, **P<0.01 E *P<0.05 EM RELACAO AO GRUPO CONTROLE.
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6.4 EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS DE BAIXA MASSA
MOLECULAR

Os extratos provenientes da extracdo hidroalcodlica denominados V-Et70
e P-Et70 contém os compostos extraidos com etanol 70%. Estes foram também
submetidos ao particionamento liquido-liquido, gerando as fracfes
correspondentes Aq, BUOH, AcEt e CHCI3, para ambos os chés analisados. A
determinacdo dos compostos presentes nos extratos e/ou fracdes foi feita apelas
técnicas de UHPLC, ESI-MS, e pela técnica 2D-LC desenvolvida neste trabalho.
Além disso, os extratos brutos (V-Et70 e P-Et70) foram analisados quanto sua
atividade gastroprotetora. Os rendimentos destes extratos e suas fracdes sao

apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - RENDIMENTOS DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS E DAS FRAGCOES
RESULTANTES DO PARTICIONAMENTO LiQUIDO-LIQUIDO OBTIDOS NO CHA VERDE E
PRETO.

Extrato Cha Verde (g) Cha Preto (g)
Et70° 20,9 21,15
AgP 0,06 0,05
BuOH" 0,15 0,16
AcEt° 0,09 0,10
CHCI3° 0,17 0,16

#Rendimento em relacdo a 100 g do material de partida.

® Rendimento ap6s fracionamento liquido-liquido em relagdo a 500 mg de Et70

6.4.1 ldentificacdo de compostos por UHPLC-PDA-ESI-MS

A C. sinensis pode ser considerada um bom modelo para o
desenvolvimento de métodos analiticos na analise de misturas fitoquimicas.
Extratos altamente complexos foram obtidos da extragdo hidroalcodlica (etanol
70%) tanto para o cha verde, quanto para o cha preto. Como esperado, ocorreu
uma grande variacdo na polaridade dos compostos, variando desde os

carboidratos até os lipideos (Tabela 4, pagina 79). O tempo total de anéalise em
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UHPLC foi menor que 16 minutos (Figura 21 A e B), mas pode ser observado
gue um grande namero de compostos coeluiram, como por exemplo os picos 27,
28, 29 e 30 (Figura 21 A)
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FIGURA 21 - CROMATOGRAMA UHPLC-PDA DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS V-ET70
(A) E P-ET70 (B).

6.4.2 Andlise das fracdes obtidas por particionamento liquido-liquido do extrato

hidroalcoolico do cha verde

Apdés o particionamento liquido-liquido do extrato V-Et-70, a menor
complexidade das fracdes permitiu uma melhor identificagéo dos constituintes. A
identificacdo dos picos foi baseada em seu tempo de retencéo (Rt), espectro de
UV e padrbes de fragmentacdo de massa por comparacdo com dados da
literatura (DEL RIO et al., 2004; LIN et al., 2008; ENGELHARDT, 2010). Os
compostos presentes em ambos os chas estéo identificados na Tabela 4 (pagina
79).
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6.4.2.1 Fracdo aquosa (V-AQ)

A fracdo aquosa (V-Aq), obtida do particionamento liquido-liquido do
extrato bruto (V-Et70), reteve principalmente o acido 3- e 5-p-coumarouilquinico
(picos 13 e 23), acidos 3- e 5-galoilquinico (picos 2 e 4), e acidos 3-,4- e 5-
cafeoilquinico (picos 7, 8 e 19), os quais puderam ser identificados de acordo
com suas massas e dados da literatura (LIN et al., 2008, ZHAO et al., 2011).
Além disso, alguns flavonéis mono-di- e tri-glicosideos também puderam ser
observados (picos 33, 34, 38, 39, 40, 41, 45, 47, 48 e 49) (Figura 22, Tabela 4)

FIGURA 22- CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO AQUOSA DO CHA VERDE (V-
AQ).

6.4.2.2 Fracao butanélica (V-BuOH)

A fracdo butandlica (V-BuOH) contém a maioria dos flavonoides
glicosideos. Em C. sinensis estes sdo muito diversificados, contendo caempferol,
guercetina, miricetina, e apigenina como agliconas, sendo glicosilados por
arabinose, ramnose, galactose e glucose ou por oligossacarideos, os quais
ainda podem conter ésteres de acetatos ou acidos cinamicos (LIN et al., 2008,
ENGELHARDT et al., 2010). Estes compostos foram observados a A 325 nm e
confirmados por tandem-MS (SOUZA et al., 2008a, LIN et al., 2008, ZHAO et al.,
2011).

Os flavondides glicosideos tiveram um tempo de eluicdo relativamente
rapido (3,5-8,5 min). Estes foram identificados como flavonois monoglicosideos
(picos 28, 30, 33, 34, 40, 42, 48, 49 50, 51 e 52), diglicosideos (picos 36, 44 e
62), triglicosideos (picos 29, 32, 39, 41, 45, 47, 54, 57, 59 e 63) e
tetraglicosideos (picos 53, 55, 56 e 60), aléem de algumas flavonas diglicosideos
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(picos 35 e 37) (Figura 22). J& para os flavonoides acilados pelo acido p-
coumarico, como a por¢do p-coumaroil € um sitio ndo polar no glicosideo, os
tempos de retencbes (Rt) foram maiores do que os nao acilados, com Rt
proximo de 7 minutos (picos 49, 52-57, 59-63). Além desses compostos, foram
encontrados taninos condensados (principalmente dimeros) (picos 12 e 17), os
guais foram identificados com base em seu perfil de fragmentacdo e por
comparacao com dados previamente reportados (SOUZA et al., 2008b) (Tabela
4, pagina 79).

As saponinas, outra classe de glicosideos, estdo presentes na fracao V-
BuOH, entretanto sua deteccao foi muito baixa no PDA, por isso ela foi feita pelo
ELSD, e devido a natureza acidica das saponinas, elas tiveram boa deteccdo no
ESI-MS (Figura 23 B). As saponinas foram a Ultima classe de compostos na
frac@o butandlica que eluiram na coulna BEH-C18, com Rt entre 10-12min (picos
66-85, Tabela 4 (pagina 79). Ha poucos estudos acerca das estruturas das
saponinas presentes em C. sinensis. S&0 encontradas aproximadamente 10
estruturas para o cha verde, incluindo isdmeros contendo grupos angeloil ou
tigloil, ou entdo grupos (E)-ou (Z)-cinamoil (MATSUY et al., 2009). Esta grande
variacdo pode causar sobreposicao de picos o que dificulta a analise. Contudo,
20 saponinas diferentes foram encontradas neste trabalho (Figura 23 B). Elas
tém similaridade com as saponinas previamente descritas, parecendo ser novos

isdmeros, nos quais as posi¢cdes dos grupos acil sédo diferentes.
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FIGURA 23 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRAGCAO BUTANOLICA DO CHA
VERDE (V-BuOH), A) DETECTOR PDA E B) INSERTO DAS SAPONINAS
DETECTADAS PELO ELSD.

Quatro flavondis glicosideos foram retidos na fracdo butandlica, os quais
foram relatados pela primeira vez. Eles sdo compostos por miricetina, quercetina
e caempferol ligados a uma hexose (galactose ou glucose) com um éster de
acido galico (Figura 24).

Glicosideos similares foram encontrados em outras plantas, como a
guercetina 3-O-glucosil-6”-O-galato em Tellima grandiflora e Polygonum
hydropiper (COLLINS et al., 1975; PENG et al., 2003). Sendo assim, 0s
espectros MS? produziram: m/z 631 (M-H),, com fragmentos de m/z 479 (M —
galoil), 317 (miricetina) 169 (galato), correspondente ao pico 25 (Figura 24 A);
m/z 615 (M—H)", com fragmentos de m/z 463 (M—galoil), 301 (quercetina) e 169
(galato), correspondente ao pico 38 (Figura 24, B); m/z 599 (M-H), com
fragmentos de m/z 447 (M-galoil), 285 (caempferol) e 169 (galato),
correspondente aos picos 43 e 46 (Figura 24 C). A diferenca estrutural entre os
picos 43 e 46 podem ser devido ao tipo de monossacarideos ligados (ex.:
glucose ou galactose) ou nas posicoes dessas ligacoes.

A partir dos resultados obtidos por espectrometria de massas, foram
propostas estruturas para estes compostos (Figura 24), as quais sdo baseadas

nas estruturas ja relatadas para outras plantas (COLLINS et al., 1975; PENG et



75

al., 2003), Porém, apenas com as fragmentacdes obtidas, ndo se pode afirmar
gual a posicédo exata das ligacdes do grupo galoil nos aclucares, ou mesmo a
ligacdo dos agucares nas agliconas.
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FIGURA 24 — (A) CROMATOGRAMA DOS NOVOS FLAVONOIS GLICOSILADOS

ENCONTRADOS EM C. sinensis E ESPECTROS DE MASSAS DESTES
COMPOSTOS, COM SUAS DEVIDAS ESTRUTURAS PROPOSTAS (B)
MIRICETINA GALOIL HEXOSIDEO, (C) QUERCETINA GALOIL
HEXOSIDEO E (D) CAEMPFEROL GALOIL HEXOSIDEO.
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6.4.2.3 Fracao acetato de etila (V-AcEt)

Os flavan-3-ols (catequinas) sé@o os principais flavonéides encontrados no
cha verde e sdo geralmente encontradas como derivados ésteres de galatos.
Estes compostos foram concentrados na fracdo acetato de etila (V-AcEt). As
principais catequinas encontradas foram a epigalocatequina galato (Rt 2,80 min,
m/z 457 [M-H]’, pico 18) e epicatequina galato (Rt 3,75 min, m/z 441 [M-H]’, pico
27) (Figura 25). Outros compostos como a galocatequina, epigalocatequina,
catequina, epicatequina e galocatequina galato (picos 5, 10, 21 e 22) também
foram encontrados, mas em menores quantidades, o que € consistente com
dados da literatura (DEL RIO et al., 2004; NEILSON et al., 2006; SPACIL et al.,
2010; ZHAO et al., 2011). Além disso os picos 52, 53, 54, 55, 56 58, 59 e 60
correspondem aos flavondides glicosideos contendo ésteres de acido p-

coumarico, 0s quais conferem um sitio apolar de ligacdo aos compostos.
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FIGURA 25 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO CHA
VERDE (V-ACET).

6.4.2.4 Fracao Cloroférmica (V-CHCI5)

A fracdo cloroférmica do cha verde (V-CHCI3) apresentou apenas dois
picos com Rt de 1,78 (pico 6) e 2,95 min (pico 20), os quais foram identificados
como sendo a teobromina e a cafeina, respectivamente (Figura 25), as quais sao
os alcaloides de purina mais comumente encontrados em C. sinensis (DEL RIO
et al., 2004; ZHAO et al., 2011).

Nenhum lipideo pode ser encontrado por esta analise, assim esta fracao

foi analisada por ESI-MS em modo positivo e negativo, revelando uma série de
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fosfolipideos e glicolipideos (picos 86-112) (Figura 26 A e B). Utilizando-se a
deteccdo de ions positivos, 0s principais lipideos encontrados foram
fosfatidilcolina (PC, picos 88, 97, 101 e 102), os (glicolipideos
monogalactosildiacilglicerol (MGDG, picos 87, 89, 98 e 99) e
digalactosildiacilglicerol (DGDG, picos 93 e 100), os quais apareceram como
adutos de Li* (Tabela 4, pagina 81). Na deteccdo de ions negativos, um
glicolipideo principal foi observado, com m/z 815, o qual foi posteriormente
confirmado por tandem-MS, sendo ele um sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG,
pico 103) esterificado pelos acidos palmitico e linolénico. Outros lipideos SQDG
foram identificados contendo outras combinacfes de acidos graxos (picos 96,
104-107) (SOUZA et al.,, 2007). Fosfatidilglicerol (PG, pico 95), SQDG e
fosfatidilinositol (PI, picos 92 e 94) foram os principais fosfolipideos encontrados
em modo negativo. Todos os lipideos detectados contém muitas combinagdes
de acidos graxos, principalmente os acidos palmiticos (C16:0), estearico (C18:0),
oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico (C18:3) (SOUZA et al., 2007).
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FIGURA 26 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO CLOROFORMICA DO CHA
VERDE (V-CHCI3). (A) ESI-MS EM MODO POSITIVO E (B) ESI-MS EM MODO
NEGATIVO
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6.4.3 Andlise das fracdes obtidas por particionamento liquido-liquido do extrato

hidroalcoolico do cha preto

6.4.3.1 Fracdo Aquosa (P-AQ)

Assim como observado para o extrato de cha verde, o fracionamento por
particdo liquido-liquido do extrato hidroalcodlico do cha preto possibilitou uma
boa separacédo dos compostos baseada em suas polaridades. Na fracdo aquosa
(P-Aq), os principais compostos identificados foram acido quinico (pico 1) e seus
ésteres, como o acido 3- e 5-galoilquinico (picos 2 e 4, respectivamente), acido
3- e 5-p-coumaroilquinico (picos 13 e 23) e acido 3-, 4- e 5- cafeoilquinico (picos
7, 8 e 19) (Figura 27). Alguns picos de flavonois glicosideos também puderam
ser identificados, porém bem menos intensos do que os observados para a
mesma fracao do cha verde (V-Aq) (picos 37, 38, 40, 41, 43, 44, 45, 46, 48 e 49)

T[T r o rrroT T rr
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FIGURA 27 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO AQUOSA DO CHA PRETO (P-
AqQ).

6.4.3.2 Fracao butandlica (P-BuOH)

Os flavondides glicosideos concentrados na fragdo butandlica (P-BuOH)
estdo presentes em uma menor concentracdo quando comparados com 0s
encontrados no cha verde, sendo os picos 39, 41, 45 e 47. Contudo, flavonoides
glicosideos contendo ésteres de acido p-coumarico foram mais evidentes no cha
preto do que no cha verde (picos 54, 57, 59 e 61) (Figura 28). Esses flavondides
glicosideos sédo principalmente compostos de quercetina ou caempferol ligados

a diferentes monossacarideos, e também ao grupo p-coumaroil. Estes foram
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identificados como quercetina-3-O-p-coumaroil-diramnosilhexosideo (picos 54 e
59), caempferol-3-O-p-coumaroil-diramnosilhexosideo (picos 57 e 61),
caempferol-3-O-p-coumaroil-glucosilramnosideo (pico 62) e caempferol-3-O-
acetil-diramnosilhexosideo (pico 63), os quais ja foram anteriormente relatados
(LIN et al., 2008; ZHAO et al., 2011). Além disso, em contraste com a mesma

fracdo do cha verde, ndo foram observadas as saponinas.
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FIGURA 28 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO BUTANOLICA DO CHA
PRETO (P-BuOH).

6.4.3.3 Fracao acetato de etila (P-AcEt)

Na fracdo acetato de etila (P-AcEt) obtida do cha preto, foi observada
uma reducao consideravel no conteddo de catequinas. Isto é resultado da
ativacdo enzimatica, a qual gera produtos de condensacdo das catequinas,
como teaflavinas e tearubiginas (FINGER et al.,1992; BALENTINE et al., 1997,
LEE et al., 2000). As seguintes teaflavinas foram concentradas na fracdo acetato
de etila, encontrados no RP-UHPLC entre 6-7 minutos (Figura 29): teasinensis
A, epiteaflagalina-3-galato, teaflavina, teaflavina-3-galato, teaflavina-3'-galato e
teaflavina-3-3'-digalato  (picos 10A, 49A, 51A, 51B, 51C e 51D,
respectivamente). Embora sejam relatadas como constituintes do cha preto, as

tearubuginas nao foram identificadas neste trabalho.
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FIGURA 29 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO ACETATO DE ETILA DO
CHA PRETO (P-AcEt).

6.4.3.4 Fracao cloroférmica (P-CHCI3)

Na fracdo cloroférmica, assim como para o cha verde, foram identificados
a cafeina e a teobromina, que apareceram em 1,78 e 2,95 minutos (picos 6 e 20)
no UHPLC-PDA (Figura 30). As analises por ELSD e MS revelaram contetudos
de lipideo menores do que os encontrados na fracdo cloroférmica do cha verde
(Figura 30).
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FIGURA 30 - CROMATOGRAMA DE UHPLC-PDA DA FRACAO CLOROFORMICA DO CHA
PRETO (P-CHCI;), COM INSERTO DA REGIAO DETECTADA POR ELSD.

A Tabela 4 traz todos os compostos identificados no cha verde e no cha
preto, por meio das analises de UHPLC-ESI-MS, os quais foram melhor
observados nas técnicas de andlise apods a realizacéo do fracionamento liquido-

liquido.
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TABELA 4 - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DO CHA VERDE E PRETO
NA ANALISE UNIDIMENSIONAL POR UHPLC-ESI-MS

(M-H]

UV-Amax

Picos (m/2) MS/MS (m/z) (nm) Composto Verde Preto
1 191 - 215, 275 Acido quinico + +
2 343 191, 173, 169 273 Acido 3-galoilquinico + +
3 331 169 273 Galoil glucose + +
4 343 191, 173, 169 273 Acido 5-galoilquinico + +
5 305 - 210, 270 (+)-Galocatequina + +
62 181 - 274 Teobromina + +
7 353 191 240, 325 Acido 3-cafeoilquinico + +
8 353 191,179 240, 325 Acido 5-cafeoilquinico + +
9 761 609, 305, 169 270 epig‘gg’c‘:;fc?jin”;'g?f’g gsg]ato + +
10 305 - 210, 270 (-)-Galocatequina + +

10A 913 743,573 743,573 Teasinensis A - +
11 633 463,169 270 Strictinina + +
12 577 305 278 Dimero galocatequina + +
13 337 191, 163 310 Acido 3-p-coumaroilquinico + +
14 483 331, 169 276 Digaloilglucose + +
15 745 593, 305, 169 276 Galocatequina catequinagalato + +
16 290 - 276 (+)-Catequina + +
17 577 289 278 Dimero galocatequina + +
18 457 305,169 213, 274 (-)-Galocatequina galato + +
19 353 191,173 240, 325 Acido 4-cafeoilquinico + +
202 195 157 268 Cafeina + +
21 289 - 276 (-)-Catequina + +
22 457 305,169 213,274 (+)-Galocatequina galato + +
23 337 191, 163 310 Acido 5-p-coumaroilquinico + +
24 609 305 272 Dimero de galocatequina + +
25 631 479, 317, 169 263,353 Miricetina-galoil-hexosideo + +
26 635 483, 331, 169 278 Trigaloilglucose + +
27 441 289, 169 274 (+)-(-)-Catequina galato + +
28 447 285 266, 348 Caempferol-3-O-galactosideo + +
20 787 625, 479, 317 262, 356 Miricetina-3-O-hexosil- " .
rutinosideo
30 447 285 266, 348 Caempferol-3-O-glucosideo + +
31 609 457, 305, 169 272 (')'Galocatgggtnoa':”'37'di'o' + +
32 787 625, 479, 317 262,356 Miricetina-3-O-hexosil-rutiiosideo + +
33 479 317 262, 354 Miricetina-3-O-galactosideo + +
34 479 317 262, 354 Miricetina-3-O-glucosideo + +
35 431 - 272, 336 Apigenina-C-glucosideo + +
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36
37
38
39
40
41

42
43

44

45

46

47

48
49

49A
50

51
51A
51B
51C
51D

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

625
563
615
771
431
771

463
599

609

755

599

755

433
593

551
417

463
563
715
715
867

593

1049

901

1049

1033

885

1175

901

1033

885

903

1

479, 317
463, 301, 169
609, 463, 301

285
609, 463, 301
301
447, 285, 169

463, 301

5093, 447, 285
447, 285, 169
593, 447, 285

301
447, 285, 163
169
285
301
441
563, 169
563, 169
563, 169

447, 285, 163

771, 609, 463, 301,
163

755, 737, 301

901, 771, 609, 463, 301,

163

885, 755, 593, 447, 285,

163

285

755, 737, 285

885, 755, 593, 447, 285,

163

285

262, 354
272, 336
263, 353
256, 354
256, 354
256, 354

258, 354
263, 353

256, 354

256, 354
263, 353
266, 348

266, 348
265, 347

270, 372

266, 354

210, 256,
354

276, 376
276, 376
276, 376
276, 376

260, 310

266, 310

266, 310

266, 310

266, 310

266, 310

310

266, 310

266, 310

266, 310

Miricetina 3-O-rutinosideo
Apigenina 6-C-arabinosil-8-C-
glucosideo
Quercetina-galoil-hexosideo

Quercetina 3-O-
galactosilrutinosideo

Caempferol-ramnosideo

Quercetina-3-0O-
glucosilrutinosideo

Quercetina-3-0O-galactosideo

Caempferol-galoil-hexosideo
Quercetina-3-0O-
ramnosilgalactosideo
Caempferol-3-O-
galactosilrutinosideo
Caempferol-galoil-hexosideo

Caempferol-3-O-
glucosilrutinosideo
Quercetina-pentosideo

Caempferol-3-O-p-coumaroil
glucosideo

Epiteaflagalina-3-galato
Caempferol-pentosideo
Quercetina-3-0O-glucosideo
Teflavina
Teflavina-3-galato
Teflavina-3'-galato

Teaflavina-3-3’-digalato
Caempferol-3-O-6"-p-
coumaroilglucosideo
Quercetina-3-0O-glucosil-
ramnosil-(p-coumaroil-arabinosil)
hexosideo

Quercetina-3-0O-p-
coumaroildiramnosilhexosideo

Quercetina-3-O-glucosil-
ramnosil-(p-coumaroil-arabinosil)
hexosideo

Caempferol-3-O-p-coumaroil

arabonosilglucosilramnosil
gactosideo

Caempferol-3-O-p-
coumaroildiramnosil hexosideo

Nao identificado

Quercetina 3-O-p-
coumaroildiramnosilhexosideo
Caempferol-3-O-p-coumaroil
arabinosilglucosilramnosil
glactosideo
Caempferol-3-O-p-
coumaroildiramnosil hexosideo
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62

63

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
872
882
892
90
91
92
932
94
95
96
972
982
992
1002

739

781

1170
1060
1215
1257
1215
1257
1263
1257
1263
1215
1263
1319
1305
1319
1263
1305
1305
1263
1319
1303
1303
1303
555
813
797
813
865
825
831
944
809
749
837
782
783
781
922

285

285

1057,601,337, 193,99
1099,601,337,193,99
1057,601,337, 193,99
1099,601,337,193,99
1057,601,337,193,147
1099,601,337,193,99
1057,601,337,193,147
1057,601,337, 193,99
1057,601,337,193,147
1113,615,337,193,147
1099,601,337,193,147
1113,615,337,193,147
1057,601,337,193,147
1099,601,337,193,147
1099,601,337,193,147
1057,601,337,193,147
1113,615,337,193,147
1057,601,337,193,147,99
1057,601,337,193,147,99
1057,601,337,193,147,99
299,255,225,95,81
505,533,243,187,169
500,520,184,103
535,503,243,187,169

575,553,277,259,255

665,405,331,187,169
553,645,255,259

493,466,283,255,153

559,277,225,95,81
502,184,103
504,184
503,243,187,169
665,643,405,331,187,169

266, 316

266, 316

310
310
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS
ELSD/MS

Caempferol-3-O-p-
coumaroilglucosilramnosideo

Caempferol-3-O-acetil-
diramnosilhexosideo

Nao identificado
Nao identificado

Isdmero florateasaponina A
Isdmero foliateasaponina |

Isdmero florateasaponina A
Isdmero foliateasaponina |
Isbmero isoteasaponina B1 e B2
Isdmero foliateasaponina |
Isdmero Isoteasaponina B1 e B2
Isdbmero florateasaponina A
Isdbmero isoteasaponina B1 e B2
Isdbmero assamsaponina J
Isbmero foliateasaponina IV
Isdbmero assamsaponina J
Isdbmero isoteasaponina B1 e B2
Isémero foliateasaponina IV
Isémero foliateasaponina IV
Isdbmero isoteasaponina B1 e B2
Isdbmero assamsaponina J
Isdmero isoteasaponina B3

Isdbmero isoteasaponina B3

Isdmero isoteasaponina B3
SQMG (C16)
MGDG (C20:2/C18:2)
PC (C18:3/C19)
MGDG (C20:1/C18:3)
Lipideo néo identificado
Lipideo néo identificado
Pl (C18:3/C16)
DGDG (C18:3/C18:3)
Pl (C16/C16)

PG (C18/C16)
SQDG (C18:3/C18:3)
PC (C18:2/C18:2)
MGDG (C18:3/C18:3)
PC(C18:2/C16)
DGDG (C18:3/C16)
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1012 787 566,502,184 ELSD/MS PC (C18:2/C18) +
1022 789 568,502,184 ELSD/MS PC (C18:1/C18) +
103 815 559'537‘27;’1255’225’95’ ELSD/MS SQDG (C18:3/C16) +
104 817 561,537,279,255,225,95, 81 ELSD/MS SQDG (C18:2/C16) +
105 819 563,537,281,255,225,95, 81 ELSD/MS SQDG (C18:1/C16) +
106 793 537,255,225,95,81 ELSD/MS SQDG (C16/C16) +
107 793 565,509,283,227,225,95, 81 ELSD/MS SQDG (C14/C18) +
108 820 - ELSD/MS Lipideo néo identificado +
109% 767 - ELSD/MS Lipideo néo identificado +
110 627 - ELSD/MS Lipideo néo identificado +
111 528 - ELSD/MS Lipideo néo identificado +
112 891 - ELSD/MS Lipideo néo identificado +

% |dentificados em modo positivo no ESI-MS.

Contudo, mesmo com a realizagao do fracionamento liquido-liquido, ainda
foi observado que alguns picos coeluiram, dificultando a andlise (ex.: picos 2 e 3;
picos 15, 16 e 17; picos 18 e 19; picos 27, 28, 29 e 30, 40, 41 e 42, entre outros,
Figuras 22-30). A sobreposi¢céo de picos, associada com a supressao de ions no
MS, causada pelos componentes majoritarios das matrizes é comum em
amostras fitoquimicas, resultando em problemas sérios em analises
guantitativas. Na tentativa de resolver essas superposi¢cdes, a cromatografia

liguida bidimensional foi aplicada

6.4.4 Metodologia de cromatografia liquida bidimensional abrangente.

A cromatografia liquida bidimensional é considerada abrangente quando
todo o efluente da primeira dimenséo de separacdo, e ndo somente uma regiao
selecionada, é submetido a nova separacdo em um segundo sistema
cromatografico (SCHOENMAKERS et al., 2006; DUGO et al., 2008). Os
cromatogramas podem ser plotados como um gréafico de contorno para expor 0s
componentes de toda a amostra. Este grafico pode ser usado para criar um
mapa metabdlico, o qual pode representar condicbes experimentais,
possibilitando desenvolver, desta forma, metodologias para amostras que sao
submetidas a diferentes processamentos, como ocorre na preparacao de chas

verde e preto.
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Considerando a complexidade da matriz de C. sinensis, foi desenvolvido
um sistema offline, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com uma coluna de excluséo por tamanho (SEC) na primeira dimenséo, pois em
trabalho anterior, esta forneceu uma boa separacao de flavonoéis glicosideos em
uma abordagem bidimensional (SOUZA et al., 2009). Fracdes de 1 ml foram
coletadas e a segunda dimenséao de analise foi executada utilizando um sistema

UHPLC com uma coluna de fase reversa (BEH-C18)

6.4.5 Andlise dos compostos de baixa massa molecular por cromatografia

bidimensional abrangente

A maior resolucdo dos picos e, consequentemente, a capacidade de
resolver uma matriz mais complexa, € o beneficio principal da LC bidimensional
empregada na analise dos compostos de C. sinensis. Assim, 0S compostos que
nao foram distinguidos na analise unidimensional foram separados e
identificados pela andlise bidimensional, consequentemente gerando resultados
mais confidveis. Além disso, os cromatogramas plotados em graficos 2D
permitiram correlacionar a posicdo de cada composto como funcdo de dois
tempos de retencdo, minimizando interferéncias das matrizes e interpretacdes
equivocadas.

Apesar da existéncia de tipos diferentes de compostos presentes nos
extratos dos chas verde e preto, bem como a baixa abundancia desses
compostos, as analises com a coluna SEC forneceram bons resultados. Como
esperado, os compostos foram eluidos principalmente na ordem decrescente do
peso molecular, o que permitiu que compostos que coeluiram na analise
unidimensional (ex.: picos 18 e 19; 27, 28, 29 e 30; e picos 40, 41 e 42) fossem
distinguidos e bem resolvidos na analise bidimensional. Os flavonoides e seus
correspondentes glicosideos tiveram interacfes notaveis com a matriz da coluna
SEC (Figura 31 A-C). Isto ja foi anteriormente relatado para os flavonois
glicosideos presentes em Maytenus ilicifolia, nos quais a coluna SEC
Ultrahydrogel 120 (Waters) foi capaz de distinguir muitos compostos, inclusive
isdmeros (SOUZA et al., 2009).
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FIGURA 31 - GRAFICOS PLOTADOS 2D SEC X UHPLC DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DO CHA VERDE OBTIDO EM 325 NM MOSTRANDO PRINCIPALMENTE: (A)
COMPOSTOS FENOLICOS, (B) REGIAO DOS PICOS 25, 38, 43 E 46, OS
NOVOS FLAVONOIS GLICOSIDEOS; E (C) REGIAO DOS COMPONENTES
MINORITARIOS.

Os flavanois e as xantinas foram melhor visualizados em 275 nm (Figura
32 A). J4 os oligossacarideos (di- e trissacarideos) eluiram durante os 10
minutos iniciais, sendo detectados por ESI-MS na forma de ions litiados, com
m/z 349 e 511, respectivamente (Figura 32 B). Independentemente de suas
massas moleculares, muitos outros compostos tiveram maiores tempos de
retencdo que os oligossacarideos na primeira dimenséo, contrariando as bases
da separacao por SEC.

Muitos fatores podem ter exercido influéncia na separacdo observada,

como a polaridade dos compostos e, consequentemente, a sua solubilidade nos
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solventes de separacdo, que devem ser considerados como fatores importantes,
uma vez que a separacdo foi realizada em gradiente de solventes utilizando
agua e acetonitrila. Contudo, a deteccado por MS e ELSD mostrou que lipideos
(como SQDG, m/z 815, o principal lipideo detectado no modo negativo) eluiram
com tempos de retencdo proximos de 22 minutos na SEC (Figura 32 C, Tabela
5, pagina 88). Observou-se também que flavonadis triglicosideos (ex. m/z 755 e
771) eluiram proximo aos lipideos (Tabela 5, pagina 87). Adicionalmente, muitas
saponinas, que variam em peso molecular (1216 — 1320 Da) também eluiram
préoximo dos lipideos e flavondis triglicosideos (SEC) (Figura 32 C, Tabela 5).
Assim, considerando que a polaridade de flavonol glicosideos, saponinas e
lipideos é distinta, a solubilidade no solvente nao foi o fator principal que levou a
separacao observada por SEC. Notavelmente, os componentes principais de C.
sinensis, os flavan-3-ols (catequinas), eluiram perto de 30 minutos,

demonstrando sua interacdo com a coluna.
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FIGURA 32 - CROMATOGRAMA 2D (A) COM DETECCAO EM 275 nm, MOSTRANDO OS
FLAVAN-3-OLS E AS XANTINAS. OS CROMATOGRAMAS 2D OBTIDOS COM
ELSD MOSTRARAM: (B) ACIDO QUINICO E OLIGOSSACARIDEOS E (C)
SAPONINAS E LIPIDEOS.
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Os principais produtos da oxidacdo da C. sinensis (teaflavinas do cha
preto), como detectados pelas analises por SEC, eluiram apés 30 min e foram
separados de acordo com seus pesos moleculares: teaflavina 3,3’-digalato (Rt
31,28 min, m/z 867), teaflavina 3- e 3’-galato (Rt 32,68 min, m/z 715) e teaflavina
(Rt 33,18 min, m/z 563).

Por outro lado, para os acidos clorogénicos, encontrados principalmente
no cha preto, foram observados menores tempos de retengcdo na coluna SEC.
Sendo compostos de baixas massas moleculares (354 Da), esperava-se que
estes apresentassem tempo de retencdo maiores, porém estes compostos
eluiram em 8,5 e 8,86 min (Figura 33). As caracteristicas acidicas desses
compostos podem ser a razao principal da baixa interacdo com a matriz de SEC,
como foi observado também para o &cido quinico, o qual teve um valor de Rt de
5,55 min.
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FIGURA 33 - GRAFICO 2D SEC x RP-UHPLC DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DO CHA
PRETO OBTIDO EM 325 nm.
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TABELA 5 - IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS PELA CROMATOGRAFIA

LIQUIDA BIDIMENSIONAL (2D-LC).

[M-H]

Pico Rt1 Rt2 (m/2) Composto
1 5,50 0,21 191 Acido quinico
1A 7,30 0,22 511 Trissacarideo
1B 7,94 0,22 349 Dissacarideo
2 7,49 0,41 343 Acido 3-galoilquinico
3 18,54 0,41 331 Galoil glucose
4 8,41 0,91 343 Acido 5-galoilquinico
5 27,08 1,05 305 Galocatequina
62 17,92 1,10 181 Teobromina
7 8,5 0,80 353 Acido 3-cafeoilquinico
8 8,5 0,89 353 Acido 5-cafeoilquinico
9 28,09 0,98 761 Galocateqmna-(4a998gl-aetrc))|galocateqU|na-3 -O-
10 28,28 1,10 305 Epigalocatequina
10B 25,91 1,15 913 Teasinensis A
11 25,75 1,20 633 Strictinina
12 26,10 1,24 577 Dimero de galocatequina
12A 10,71 1,10 343 Acido 4-galoilquinico
13 8,25 1,10 337 Acido 3-p-coumaroilquinico
14 17,94 1,33 483 Digaloilglucose
15 29,10 1,35 745 Galocatequina catequinagalato
16 27,77 1,39 289 (+)-Catequina
17 26,50 1,40 577 Dimero de galocatequina
18 30,45 1,41 457 (-)-Galocatequina galato
19 8,86 1,41 353 Acido 4-cafeoilquinico
202 20,0 1,55 195 Cafeina
21 27,77 1,56 289 (-)-Catequina
22 30,45 1,57 457 (+)-Galocatequina galato
23 11,66 1,61 337 Acido 5-p-coumaroilquinico
23A 30,39 1,66 441 (+)-Catequina galato
24 29,70 1,69 609 Dimero de galocatequina
25 25,88 1,85 631 Miricetina-galoil-hexosideo
26 18,79 1,89 635 Trigaloilglucose
27 30,56 1,93 441 (-)-Catequina galato
28 23,35 1,93 447 Caempferol-3-O-galactosideo
29 20,31 1,97 787 Miricetina-3-O-galactosilrutinosideo
30 23,47 1,97 447 Caempferol-3-O-glucosideo
31 30,24 2,01 609 Epigalocatequina-3,3 di-O-galato



32
33
34
35

36

37
38
39
40

40A
41
42
43
44
45
46
47
48
49

49A

498
50
51

51A

51B

51C

51D
52

53
54
55

56
57
58
59
60
61
62
63

20,37
24,8
24,99
24,04

22,12

21,13
27,84
20,5

25,23
21,29
20,75
25,05
27,90
22,46
21,07
28,09
21,26
24,33
22,65
34,66
22,21
25,81
25,24
33,18
32,68
32,71
31,28
22,84
21,70
22,71

21,83

22,02
22,78
20,05
22,71
22,14
22,78
23,09
20,25

2,01
2,01
2,05
2,10
2,10
2,20
2,21
2,29
2,29
2,33
2,41
2,43
2,49
2,49
2,57
2,69
2,77
2,83
2,85
3,13
3,17
3,29
3,45
3,58
3,62
3,64
3,67
3,68
3,77
3,82
4,01
4,05
4,09
411
413
413
4,25
4,49
4,69

787
479
479
431

625

563
615
771
431
563
771
463
599
609
755
599
755
433
593
551
625
417
463
563
715
715
867
593

1049
901
1049

1033
885
1175
901
1033
885
739
781
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Miricetina-3-O-glucosilrutinosideo
Miricetina-3-O-galactopiranosideo
Miricetina-3-O-glucopiranosideo

Apigenina-8/6-C-glicosideo

Quercetina-3-O-ramnosilhexosideo
Apigenina-6-C arabinosil-8-C-glucosideo

Quercetina-galoil-hexosideo
Quercetina-3-0O-galactosilrutinosideo
Caempferol-3-O-ramnosideo
Apigenina-6-C arabinosil-8-C-glucosideo
Quercetina-3-0O-glucosilrutinosideo
Quercetina-3-O-galactosideo
Caempferol-galoil-hexosideo
Quercetina-3-O-ramnosilgalactosideo
Caempferol-3-O-galactosilrutinosideo
Caempferol-galoil-hexosideo
Caempferol-3-O-glucosilrutinosideo
Quercetina-pentosideo
Caempferol-3-O-p-comaroil-glucosideo
Epiteaflagalina-3-galato
Quercetina-3-O-ramnonilhexosideo
Caempferol-pentosideo
Quercetina-3-0O-glucosideo
Teflavina
Teflavina-3-galato
Teflavina-3'-galato
Teflavina-3-3"-digalato

Caempferol-3-O-p-coumaroil-glucosideo

Quercetina-3-0O-glucosil-ramnosil-(p-coumaroil-
arabinosil) hexosideo

Quercetina-3-0O-p-coumaroil-diramnosil-glicosideo

Quercetina-3-0O-glucosil-ramnosil-(p-coumaroil-
arabinosil) hexosideo
Quercetina-3-0O-glucosil-ramnosil-(p-coumaroil-
arabinosil) hexosideo

Caempferol 3-O-pcoumaroil-diramnosil-glicosideo
Né&o identificado

Quercetina 3-O-pcoumaroil-diramnosil-glicosideo

Quercetina-3-0O-glucosil-ramnosil-(p-coumaroil-
arabinosil) hexosideo

Caempferol 3-O-p-coumaroil-diramnosil-glicosideo
Caempferol 3-O-p-coumaroil-ramnosil-glicosideo

Caempferol-3-O-acetil-diramnosil-hexosideo



64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
872
88

90
91
92
932
94
95
96
972
982
992
1002
1012
1022
103

20,05
20,05
18,98
18,73
18,98
18,73
20,03
18,73
20,03
18,98
20,03
19,80
19,36
19,80
20,03
19,36
19,36
20,03
19,80
19,39
19,39
19,39
20,69
24,79
25,51
24,91
19,69
19,71
20,31
25,04
24,42
21,26
19,61
25,68
25,68
25,68
25,42
25,61
25,61
19,80

4,89
4,99
5,01
5,01
5,05
5,05
5,09
5,10
517
517
5,25
5,25
5,25
5,29
5,33
5,40
5,45
5,57
5,65
5,67
5,69
5,81
5,90
5,95
5,99
6,10
6,15
6,15
6,15
6,15
6,17
6,17
6,17
6,19
6,19
6,19
6,21
6,21
6,23
6,25

1170
1060
1215
1257
1215
1257
1263
1257
1263
1215
1263
1319
1305
1319
1263
1305
1305
1263
1319
1303
1303
1303
555
813
797
813
865
825
831
944
809
749
837
782
783
781
922
787
789
815
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N&o identificado
Né&o identificado
Isdmero florateasaponina A
Isdmero foliateasaponina |
Isdmero florateasaponina A
Isdmero foliateasaponina |
Isbmero isoteasaponina B1/B2
Isdmero foliateasaponina |
Isbmero isoteasaponina B1/B2
Isdmero florateasaponina A
Isbmero Isoteasaponina B1/B2
Isdbmero assamsaponina J
Isdbmero foliateasaponina IV
Isdmero assamsaponina J
Isdbmero isoteasaponina B1/B2
Isdmero foliateasaponina IV
Isdbmero foliateasaponina IV
Isbmero isoteasaponina B1/B2
Isdmero assamsaponina J
Isbmero isoteasaponina B3
Isbmero isoteasaponina B3
Isbmero isoteasaponina B3
SQMG (C16)
MGDG (C20:2/C18:2)

PC (C18:3/C19)
MGDG (C20:1/C18:3)
Lipideo nao identificado
Lipideo néo identificado
Pl (C18:3/C16)

DGDG (C18:3/C18:3)

Pl (C16/C16)

PG (C18/C16)

PG (C18/C16)

PC (C18:2/C18:2)
MGDG (C18:3/C18:3)

PC (C18:2/C16)

DGDG (C18:3/C16)

PC (C18:2/C18)

PC (C18:1/C18)

SQDG (C18:3/C16)
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104 19,80 6,25 817 SQDG (C18:2/C16)
105 19,80 6,25 819 SQDG (C18:1/C16)
106 19,80 6,23 793 SQDG (C14/C18)
107 20,34 6,33 793 SQDG (C14/C18)
108 20,32 6,35 820 Lipideo nao identificado
109 25,71 6,35 767 Lipideo nao identificado
110 21,32 6,40 627 Lipideo néo identificado
111 21,45 6,45 528 Lipideo nao identificado
112 20,31 6,45 891 Lipideo nao identificado

®Detectados em modo positivo no ESI-MS.

A segunda dimensdo, baseada em um modo 2D-LC abrangente, foi
executada no UHPLC. Este método foi mais rapido do que a utilizacdo da RP no
gradiente da metodologia unidimensional, devido a taxa de fluxo maior utilizada
(1 ml.min™), permitido devido & menor complexidade de cada fracdo obtida da
primeira dimensdo. O uso de tal fluxo em coluna de tamanho de particula
reduzido (1,7 um) pode gerar altas pressdes na coluna, impedindo as anélises.
Para compensar este problema, metodologias recentes estdo utilizando altas
temperaturas, resultando em uma reducdo na viscosidade do solvente e,
consegUentemente, uma reducdo nas pressoes (DUGO et al., 2008).

Assim, no método de separacdo bidimensional, a segunda dimensao foi
desenvolvida a uma temperatura de 80 °C (compativel com os limites da coluna)
gerando uma pressdo menor do que 11.000 psi (~750 bar), também compativel
com os limites de coluna. Neste sistema, nenhuma degradacdo na fase
estacionaria da coluna foi observada, considerando que nao houve modificacées
na resolucdo e no poder de separacdo apos o término das analises.

Embora os principais compostos (tipicamente os fendlicos) eluiram antes
de 3 min, para se ter uma analise abrangente de todos os fitoquimicos, a
segunda dimenséo foi estendida para 8 min, com a finalidade de incorporar as
saponinas e os lipideos, que apresentam alta retencdo na coluna de fase
reversa. Isso pode prejudicar as analises por 2D-LC abrangentes, razdo pela
gual optou-se por analise offline, onde as amostras sdo coletadas, secas e entao
reinjetadas na segunda dimensé&o.

Os cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de C. sinensis (cha verde

e preto) foram plotados em graficos de contorno 2D. Consequentemente, a
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diferenca devido a presenca de produtos de oxidacdo no cha preto foi evidente
(Figura 33). Como descrito, a modificacdo principal na composicao de cha preto,
com relacdo ao cha verde, € a presenca das teaflavinas condensadas. Contudo,
outras modificacdes foram observadas, como o desaparecimento das saponinas
e uma reducao drastica no conteudo de lipideos, bem como de alguns flavondis
glicosideos.

Assim, de forma andloga a um gel de electroforese 2D, os gréficos
gerados da cromatografia liquida bidimensional podem ser usados para
desenhar um mapa metabdlico abrangente, como observados aqui para cha
verde e ché preto provenientes da C. sinensis (Figuras 31, 32 e 33).

6.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA

A maior parte das atividades bioldgicas das plantas medicinais é atribuida
aos metabdlitos secundarios, como o0s compostos fendlicos. Desta forma,
avaliou-se a atividade gastroprotetora dos extratos hidroalcodlicos em ambos os
chas.

Os tratamentos, via oral, com V-Et70 e P-Et70 reduziram
significativamente a ocorréncia de lesdo gastrica induzida por etanol (Figura 33),
sugerindo uma habilidade potencial destes compostos atuarem como agentes
citoprotetores diretos. O tratamento com V-Et70 na dose de 100 mg/kg reduziu
os danos gastricos por etanol P.A, com uma DEso de 3,6 mg/kg (controle = 14,5
+ 4,5 mm?, média + desvio padrdo). O extrato do cha preto também apresentou
atividade gastroprotetora, onde as doses de 100 mg/kg de P-Et70 reduziram as
lesBes géastricas em 73%, neste caso todas as doses utilisadas reduziram as
lesbes em menos de 50%. A acao protetora de ambos 0s extratos contra lesdes

gastricas provocadas por etanol pode ser visualizada na Figura 34.
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FIGURA 34 - EFEITO PROTETOR DE V-Et70 (1, 3, 10 E 30 mg/kg, P.O.), E P-Et70 (10, 30 E
100 mg/kg, P.0.) CONTRA LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR ETOH (C:
CONTROLE, H,0 0,1 ml/100 g, P.O. E OME: OMEPRAZOL 40 mg/kg, P.0O.). OS
RESULTADOS SAO EXPRESSOS COMO MEDIA = ERRO MEDIO PADRAO (N =
6). COMPARACAO ESTATISTICA FOI REALIZADA USANDO ANALISE DE
VARIANCIA (ANOVA) SEGUIDA PELO TESTE DE BONFERRONI. *P < 0,05
QUANDO COMPARADO AO GRUPO CONTROLE.

Alguns dos possiveis mecanismos para o efeito protetor antitlcera sao:

atividade antissecretora de suco gastrico, protecdo da mucosa pelo aumento da
sintese de muco e defesas antioxidantes (MATSUMOTO et al., 1993; NERGARD

et al.,2005; YAMADA, 1994). Considerando que os flavonoides séo potentes

sequestradores de radicais livres (antioxidantes) (BORELLI et al., 2000;

COOPER et al.,, 2005a e 2005b), estes compostos sdo candidatos diretos a

responsaveis pelos efeitos observados, j4 que estes estavam concentrados nos

extratos hidroalcodlicos do cha verde e ché preto.



95

7 CONCLUSOES

Apés andlise dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir
que:
- Os polissacarideos obtidos pelo fracionamento por congelamento e degelo do
extrato aquoso do chéa verde (V-Sol-GD) foram identificados como uma estrutura
péctica composta de &acido poligalacturénico (1—4)-ligados e unidades de
galactose (1—»3) e (1—»6)-ligadas. Quanto ao cha preto (P-Sol-GD) foram
caracterizados como uma estrutura péctica constituida principalmente de acido
galacturonico na cadeia principal, e a presenca de uma arabinogalactana.
Observou-se uma variagcdo na quantidade de monossacarideos presentes
nesses dois tipos de chas, sugerindo que o processamento pode estar alterando
a estrutura dos polissacarideos.
- As fracbes soluveis no congelamento e degelo de ambos os chéas
apresentaram efeito significativo na avaliagao da atividade antissepse.
- Utilizando-se o particionamento liquido-liquido na analise unidimensional (1D),
varias classes de compostos de baixa massa molecular foram identificados.
Além disso, foram encontrados compostos que ainda ndo haviam sido relatados
em C.sinensis, que sao os isdmeros das saponinas e os flavondis glicosideos
contendo ésteres de acido galico.
- A combinacdo do HPLC (SEC) e UHPLC (RP) forneceu a ortogonalidade
requerida para sistemas bidimensionais. A analise por UHPLC é muito mais
rapida que a tradicional por HPLC, tornando o sistema bidimensional eficiente
para andlise na segunda dimensao, sendo que o tempo reduzido desta segunda
dimensédo tem um papel chave na cromatografia liquida bidimensional (2D-LC).
- A andlise comparativa mostrou que o0s chas apresentam diferencas
significativas em sua composi¢do, principalmente causadas pelo processo.
oxidativo a que as folhas s&o submetidas durante o processamento. Esta
diferenca inclui a presenca das teaflavinas, auséncia das saponinas e reducao
no conteudo de lipideos observadas para o cha preto.
- Os extratos hidroalcoolicos do cha verde e do cha preto apresentaram
atividade antitlcera géstrica, indicando que estes extratos tem papel importante
no efeito bioldgico da C. sinensis.
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& ARTICLE INFO ABSTRACT

°

10 Arnicle history: Green and black teas (Camellia sinensis) contain compounds ranging from simple phenolics to complex

" Received 8 August 2011 glycosides, many of which have well-recognized heaith benefits. Here we describe two methodologies

2 A“::“"d ;‘ommng l°“°°=' 2011 aiming to achieve a comprehensive analysis of hydro-alcoholic extracts of C. sinensis. In the first step, the

1 Aw?;: o extracts were partitioned in water, n-butanol, ethyl acetate and chloroform to separate the compounds
according to their polarity, yielding less complex samples to be analyzed by ultra high performance

» liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-MS). Additionally, a comprehensive

5 Kepwaris: two dimensional liquid chromatography (2D-1C) technique, em) g size exclusion chromatography

® Camellia sinensis

% Gresn tee (SEC) 4« rgvers_ed phase (BEH-C18) pvas developed. The following cmnm}nrds were idgmiﬁed on the basis
- Black tea of retention time, UV-spectra and MS fragmentation patterns: catechins, theaflavins and their gallate
" 2D-1C derivatives; kaempferol, quercetin and myricetin mono-, di-, tri- and tetraglycosides; esters of quinic
E UHPLC acid and gallic or hydroxycinnamic acids: purine alkaloids, such as caffeine and theobromine; and many
2 Mass spectrometry lipids. Additionally, there were many novel compounds that were previously undescribed, such as saponin

isomers and gallic acid esters of four glycosides of myricetin, quercetin and kaempferol.
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