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RESUMO

Este trabalho abordou a determinacdo quali e quantitativa de enantibmeros de
catequinas em extratos e infusbes das folhas de espécies do género Byrsonima
(Malpighiaceae), tais como: B.basiloba, B. cocolobifolia, B. crassa, B. intermedia e B.
verbascifolia. O trabalho descreve a determinacdo rapida e eficiente de catequina, ent-
catequina, epicatequina e ent-epicatequina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodos e dicrismo circular, usando coluna de fase
estaconaria quiral. O método possui alta seletividade e permite identificar
inequivocadamente diasteredmeros de catequinas em matrizes complexas como extratos
vegetais, com limites de detecgdo (0,42 a 0,77 ug mL™) e quantificagdo (1,27 a 2,32 pg
mL™) satisfatérios para as condices analisadas, e valores de precisdo (0,3 to 4,8%) e
exatidao (70,0 a 110,2%) recomendados pela ANVISA. Com excecdo da espécie B.
intermedia, quatro espécies do género apresentaram em seus extratos e infusdes 0s
diasteredmeros catequina, epicatequina e ent-epicatequina. Experimentos para avaliar a
epimerizacdo da catequina indicaram que a incomum ent-epicatequina nao é um
artefato, podendo ser um produto do metabolismo de espécies do género Byrsonima.
Enantidmeros da catequina apresentam diferentes atividades farmacoldgicas, o que pode
causar a ocorréncia de efeitos colaterais diversos, danosos a saude humana. Portanto,
esses resultados podem alertar quanto ao consumo indiscriminado de plantas medicinais
pela populacdo e contribuir para criacdo de politicas mais rigorosas no controle de

qualidade de fitoterapicos no Brasil.

Palavras-chave: Byrsonima, Malpighiaceae, catequina, enantidmero, dicroismo
circular, cromatografia quiral.



ABSTRACT

This work deals with the qualitative and quantitative determination of catechin and
epicatechin enantiomers both in extracts and infusions from the leaves of the Byrsonima
(Malpighiaceae) species (B.basiloba, B. cocolobifolia, B. crassa, B. intermedia and
B. verbascifolia). This work describes a simple and reliable analytical high performance
liquid chromatographic (HPLC) method coupled with photodiode array detector and
circular dichroism for simultaneous determination of catechin, ent-catechin, epicatechin
and ent-epicatechin. The direct separation was obtained in normal phase by HPLC using
chiral stationary phase. The method has high selectivity. Regardless of variations in
retention time, it was possible to identify unequivocally the enantiomers of catechin and
epicatechin in complex matrices like plant extracts with satisfactory limit of detection
(0.42 to 0.77 pg mL™) and limite of quantification (1.27 to 2.32 pg mL™). Under the
conditions used, precision values were 0.3 to 4.8%, whereas accuracy values were 75.0
t0 110.2%, recommended by ANVISA. Aside from B. intermedia specie, the other four
Byrsonima species presented catechin, epicatechin and ent-epicatechin diastereomers
both in methanolic extract and infusions. Experiments were carried out for verification
the possibility of catechin epimerization. It was observed that the unusual ent-
epicatechin was not an artifact, but product of Byrsonima species
metabolism. Enantiomers of catechin present dissimilar pharmacological activities,
which may cause the occurrence of various side effects, harmful to human
health. Therefore, these results may warn about the indiscriminate use of medicinal
plants by the population and contribute to the quality control of Brazilian herbal

medicines.

Keywords: Byrsonima, Malpighiaceae, catechin, enantiomer, circular dichroism, chiral
chromatography.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje, elas séo
comercializadas livremente em mercados ou feiras livres e sdo consumidas com pouca
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacolégicas (MACIEL et al., 2002).

Esse uso indiscriminado é muito perigoso, pois a toxicidade de plantas
medicinais e de fitoterapicos é um problema sério de salde publica. As pesquisas
realizadas para a avaliacdo do uso seguro de plantas ainda ocorrem em um ritmo muito
mais lento do que o uso pela populacdo. Desconhecer as caracteristicas de um produto
de consumo generalizado pode, por uso exagerado ou equivocado, gerar SErios
problemas de satide (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Para tentar garantir maior seguranca no uso de fitoterapicos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu uma série de requisitos para o
registro de um medicamento fitoterdpico. Dentre os requisitos fundamentais estdo o
conhecimento da composicdo quimica e da atividade farmacolodgica da planta, a fim de
estabelecer critérios e metodologias para analise, controle de qualidade e preparo de

formulacdes fitoterapicas.

1.1. As normas vigentes para fitoterapicos

Os fitoterapicos sofreram uma série de normatizacOes através dos tempos. A
primeira norma referente as plantas medicinais no Brasil foi a publicagdo da
Farmacopeia Brasileira (SILVA, 1929), que oficializou o uso de plantas medicinais
como matéria-prima farmacéutica (MARQUES, 2001).

O grande marco entre Fitoterapia e Ciéncia ocorreu com a publicacdo da Portaria
06/95 da Vigilancia Sanitaria de 1995 (AGENCIA..., 2009a). Essa portaria, bastante
avancada e rigorosa, exigia de todos os produtos a comprovacdo clinica da eficacia e
seguranca. Foi substituida pela RDC 17/2000 e, mais tarde, pela RDC 48/04, todas
preservando o conceito do embasamento cientifico e do controle de qualidade
farmacopeico. A aprovacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(2006) estabeleceu novas diretrizes e prioridades, sempre com 0 objetivo de garantir o

acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, o desenvolvimento
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de tecnologias e inovacdes, assim como o fortalecimento das cadeias produtivas e 0 uso
sustentavel da biodiversidade (BRASIL, 2006).

No contexto da saude publica brasileira, 0 evento mais marcante foi a adocéo da
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde
(SUS). Sua aplicacgéo disciplina 0 emprego da fitoterapia de base cientifica extraida do
conjunto de plantas colecionadas por geracGes em varias regides do pais.

Para que a Fitoterapia possa ter um embasamento cientifico, é necessario que se
compreenda, a luz das leis, o que é um Fitoterapico.

A definicdo empregada pela ANVISA em sua resolugdo RDC n. 48 de 2004
(AGENCIA..., 2009c) para um Fitoterapico é: “medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. Sua eficacia e seguranca sdo validadas através de levantamentos
etnofarmacolodgicos de utilizacdo, documentacdes tecnocientificas em publicacdes ou
ensaios clinicos fase 3”. A Formula Fitoterdpica é a “Relacdo quantitativa de todos os
componentes de um medicamento fitoterapico”. Um Marcador é o “componente ou
classe de compostos quimicos (ex: alcalbides, flavonoides, acidos graxos, etc.) presente
na matéria-prima vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que
tenha correlacdo com o efeito terapéutico, que é utilizado como referéncia no controle
de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos”. O principio
ativo de medicamento fitoterapico é a “substancia, ou classes quimicas (ex: alcaldides,
flavondides, acidos graxos, etc.), quimicamente caracterizada, cuja acdo farmacoldgica
¢ conhecida e responsavel, total ou parcialmente, pelos efeitos terapéuticos do
medicamento fitoterdpico™.

A mesma legislacdo em seu capitulo 1l estabelece que para registrar um
fitoterapico, o proponente devera, dentre outros documentos apresentar:

1) uma bula, que “deve informar a parte utilizada da planta, a composi¢éo do
medicamento, indicando a relacao real, em peso ou volume, da matéria prima vegetal
usada e a correspondéncia em marcadores e/ou principios ativos, quando conhecidos”;

2) a referéncia bibliografica da Farmacopeia consultada e reconhecida pela
ANVISA, de acordo com a legislacdo vigente. No caso de ndo se tratarem de
compéndios oficiais reconhecidos pela ANVISA, descricdo detalhada de todas as
metodologias utilizadas no controle de qualidade, com métodos analiticos devidamente

validados, somente para matéria(s)-prima(s) ativa(s) vegetal(is), de acordo com o Guia



INTRODUGCAO - Tese de Doutorado: Daniel Rinaldo 23

de Validacdo de Metodos Analiticos e Bioanaliticos, indicando a fonte bibliografica ou
de desenvolvimento.

3) Andlise qualitativa e quantitativa dos principios ativos e/ou marcadores,
quando conhecidos, ou classes de compostos quimicos caracteristicos da espécie.

4) Resultado da prospeccdo fitoquimica, ou perfil cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG) , quando
cabivel.

5) No caso de produtos importados, [...] a “metodologia de controle de qualidade
fisico-quimica, quimica, microbiolégica e biolégica que o importador realizar, de
acordo com a forma farmacéutica e apresentacdo: produto terminado, a granel ou na
embalagem primaria. Caso 0 método ndo seja farmacopeico, enviar a validacdo da
metodologia analitica”.

6) E necessario “apresentar levantamento bibliografico (etnofarmacoldgico e de
utilizacdo, documentagdes tecnicocientificas ou publicacdes), que sera avaliado”, dentre
varios critérios, “com relacdo a auséncia de risco toxico ao usuario e a auséncia de
grupos ou substdncias quimicas toxicas, ou presentes dentro de limites
comprovadamente seguros”. Esse parametro € muito importante, pois ndo sdo raros 0s
casos de intoxicacOes graves e até mesmo morte de usuarios devido a presenca de
venenos naturais (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008). Em 2007, o Sistema
Nacional de Informacgdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) registrou 1.657 casos de
intoxicagdo humana por plantas no pais, em que aproximadamente 60% foram devido ao
uso para cura, sendo a sua quase totalidade na zona urbana (SISTEMA..., 2010).

Essas normas deixam evidente a preocupacdo com a necessidade do
desenvolvimento de fitoterapicos eficazes e seguros, cuja qualidade deve ser
inquestionavel. O controle de qualidade deve ter como base a Farmacopeia Brasileira ou
outras farmacopeias reconhecidas pela ANVISA ou ainda guias publicados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

Observa-se que as normas vigentes ndo discutem sobre estudos de moléculas
naturais quirais presentes nos extratos vegetais. Como comprovado ha décadas,
enantibmeros podem apresentar diferencas em suas propriedades farmacoldgicas,

farmacocinéticas ou toxicas.
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1.2. Enantidmeros

A similaridade estrutural entre pares de enantiobmeros reflete-se igualmente nas
suas propriedades fisicas e quimicas. Essas propriedades sdo idénticas em meios
isotropicos, o que torna dificil a distincdo entre eles, bem como o seu isolamento e
separacdo. Até recentemente, resolver uma mistura racémica, isto €, separar
individualmente cada um dos constituintes de um par de enantidmeros, era uma tarefa
laboriosa, envolvendo recristalizagbes fraccionadas ou conversdo do par de
enantiomeros em diasteredmeros (isbmeros configuracionais que ndo sdo a imagem
especular um do outro). Bem mais dificil ainda era reconhecer a presenca de pares de
enantibmeros em matrizes de origem bioldgica.

Em meios anisotropicos, contudo, cada um dos enantibmeros de um par
comporta-se de modo diferente e distinguivel. A capacidade de interacdo com a luz
polarizada promove a rotacdo do plano de vibracdo em sentidos opostos (atividade
Otica), o que introduziu a expressdo de “compostos opticamente ativos
ou estereoisomeros” (BRUICE, 2003).

O primeiro sistema para a diferenciacdo de enantiomeros foi descrito por
Pasteur, que mostrou que as leveduras e bolores eram capazes de consumir
preferencialmente um dos enantidmeros do tartarato de amonio racémico. De fato, a
atividade enzimatica possui uma estereosseletividade intrinseca geral. Por exemplo,
com excecdo de alguns casos em micro-organismos, apenas 0s aminodcidos L sdo
bioquimicamente utilizaveis (BRUICE, 2003). O mesmo se verifica no campo da
farmacologia, dos aromas, dos sabores, etc., onde apenas um enantiémero possui efetiva
acdo terapéutica, ou possui odor ou gosto diferente do seu enantidmero correspondente.

A atividade bioldgica de substncias opticamente ativas ndo é idéntica para
ambos 0s enantidmeros. Um modelo explicativo deste é a teoria dos trés pontos: a
formacdo do complexo enzima-substrato s6 é possivel para o enantibmero que possui
trés pontos corretamente posicionados para ocorrer interagdo com o sitio ativo da
enzima (BRUICE, 2003; Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico da interacdo de moléculas quirais com enzimas receptoras: Teoria dos
trés pontos.

Existem muitos exemplos de enantibmeros de moléculas que apresentam
diferengas em suas propriedades farmacoldgicas, farmacocinéticas ou toxicas: o dos
barbitdricos, os enantibmeros (+) possuem efeito sedativo, enquanto que 0s
enantibmeros (-) estimulam o sistema nervoso central provocando excitacdo; o do
farmaco etambutol, o enantidmero (S,S) inibe o crescimento do bacilo da tuberculose, e
0 seu enantidmero (R,R) causa cegueira; o da (+)-penicilamina, que possui atividade
antirreumatica, enquanto que a (-)-penicilamina possui efeito neurotéxico (ZHANG et
al., 2004). Porém, o exemplo mais conhecido é a tragédia ocorrida com o farmaco
talidomida.

No inicio da década de 60, o farmaco talidomida (Figura 2) foi prescrito
mundialmente como sedativo e agente anti-nauseas, indicado no alivio do mal-estar
matinal comum em gestantes, sendo responsavel pelo nascimento de milhares de
criancas com deformacgbes congénitas que foi, posteriormente, atribuido ao seu perfil
teratogénico. Posterior tentativa de resolucdo cromatografica e administracdo das
espécies enantiomericamente puras, demonstrou que o efeito teratogénico da talidomida
era proveniente do emprego do enantidmero de configuragdo absoluta (S), enquanto que
seu enantidbmero correspondente (R) era responsavel pela propriedade sedativa (LIMA;
FRAGA; BARREIRO, 2001).

0 0
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@] N @]
H
(S)-Talidomida (R)-Talidomida
Efeito teratogénico Efeito sedativo

Figura 2. Talidomida.
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Na natureza também se encontram indmeras moléculas quirais, cujos
enantidbmeros possuem atividades diferenciadas. Um dos exemplos mais conhecidos é o
da carvona, muito utilizada na industria alimenticia, em que o enantiémero (S) possui
odor de hortelé e o (R) de cariz (BRUICE, 2003).

Uma classe muito importante de moléculas naturais sd@o os flavondides,
amplamente encontrados em espécies vegetais, alimentos e bebidas. Incluidos nessa
classe, as catequinas sdo as moléculas quirais que mais vém despertando interesse na

comunidade cientifica devido as suas propriedades farmacoldgicas.

1.2.1. Catequinas

As catequinas sdo moléculas produzidas pelo metabolismo vegetal e possuem
pelo menos dois centros assimétricos, nas posi¢fes C-2 e C-3. Portanto, existem quatro
possiveis diasteredbmeros: (2R,3S)- 2,3-trans, (2S,3R)-2,3-trans, (2R,3R)-2,3-cis, e
(2S,3S)-2,3-cis (Figura 3).

catequina ent-catequina
OH oH
OH OH
HO e} HO o] \‘\.\\
S R
S RJ..
OH OH
OH OH

ent-epicatequina epicatequina

Figura 3. Diasteredmeros da catequina.
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Essas substancias sé@o incolores, hidrossoliveis que contribuem para o amargor
e adstringéncia de alimentos como frutas e chocolates, e bebidas como chas e vinhos
(ITO etal., 2003).

Sao encontradas em diversas espécies vegetais das mais variadas familias,
como por exemplo, Camellia sinensis (“cha verde”, familia Theaceae; ITO et al., 2003),
Theobroma cacao (“cacau”, familia Malvaceae; KOFINK, PAPAGIANNOPOULOS,
GALENSA, 2007b), Hancornia speciosa (“mangaba”, familia Apocynaceae;
RODRIGUES et al., 2007) etc.

Polimeros de catequinas (taninos condensados ou proantocianidinas, Figura 4)
possuem funcdo protetora em espécies vegetais. Eles inibem o ataque as plantas por
herbivoros vertebrados ou invertebrados e também por microorganismos patogénicos.
Os taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse econdmico e ecoldgico.
Apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000
Daltons, possuindo a habilidade de formar complexos insoliveis em agua com
proteinas, gelatinas e alcaldides. Tais compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas salivares, o
que ocasiona a perda do poder lubrificante (MONTEIRO et al. 2005; VITAL et al.,
2004).

Figura 4. Taninos condensados.
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As catequinas tém recebido maiores atencfes devido as suas importantes
atividades bioldgicas, tais como atividade antioxidante, anti-hipertensiva e antitumoral
(XU; CHANG, 2010; HENRY; STEPHENS-LARSON, 1984; LARSEN at al., 2009;
ITO etal., 2003).

Estudos realizados h& mais de duas décadas com essas substancias demosntram
que enantibmeros da catequina apresentam atividades opostas no metabolismo
glicogénico de ratos: enquanto a catequina estimulou em 90% a producgéo do glicogénio,
a ent-catequina inibiu em 90% a producdo do mesmo (NYFELER, MOSER, WALTER,
1983). Enantidmeros da catequina exibiram diferentes atividades alelopaticas: a ent-
catequina é fitotdxica, e a catequina possui atividade antimicrobiana contra patdgenos
presentes em raizes de Centaurea maculosa (Asteraceae), “Flor do mal” (BAIS et al.,
2002).

A catequina {(2R, 3S)-2-[-3,4-di-hidroxifenil]-3,4-di-hidro-1-[2H]-benzopiran-
3,5,7-triol} e a epicatequina {(2R, 3R)-2-[-3,4-di-hidroxifenil]-3,4-di-hidro-1-[2H]-
benzopiran-3,5,7-triol} sdo os estereoisdbmeros mais comuns encontrados na natureza.

Em extratos de plantas, elas sdo quase sempre identificadas como (2R,3S)-
catequina e/ou (2R, 3R)-epicatequina, provavelmente devido a estereosseletividade das
enzimas envolvidas na biossintese dessas substancias (DEWICK, 2002). No entanto, as
diferengas significativas nas atividades farmacoldgicas dos enantidmeros da catequina e
epicatequina geram preocupacdes sobre a pureza destes enantibmeros em extratos ou
chas de plantas medicinais. A preparacdo de extratos ou chas e as condicOes de
armazenamento da matéria prima vegetal podem levar a diferentes proporcbes de
estereoisdbmeros, devido a epimerizacdo das mesmas ou hidrdlise de galatos de
catequinas presentes no material vegetal (ITO et al., 2003).

A compreensdao das relagbes entre quiralidade e atividade biologica de
moléculas naturais ainda é incipiente. E necessario desenvolver técnicas e métodos
analiticos adequados. Nesse contexto, as técnicas cromatogréficas tém oferecido uma
grande contribuicéo.
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1.3. Cromatografia quiral

A separacdo cromatografica quiral, geralmente, baseia-se em levar o0s
componentes de uma mistura a percorrer um meio com o qual interagem fisicamente
(fase estacionaria) arrastados por um fluido liquido (cromatografia liquida) ou
gasoso (cromatografia gasosa) adequado. Dos diferentes equilibrios dinamicos
estabelecidos entre cada um dos componentes com ambas as fases, mdvel e estacionaria,
resultam diferentes velocidades de percurso (tempo de retengdo) para cada um que,
deste modo, emergem do meio a tempos diferentes (GUBITZ; SCHMID, 2004).

Dada a sua alta eficiéncia, os processos cromatograficos de alto desempenho
sdo o0s mais utlizados para a separacdo de enantibmeros.

Existem dois tipos de métodos de andlise de enantidmeros: os métodos
indiretos e os métodos diretos.

Os métodos indiretos consistem na transformacdo de enantibmeros em
diasteredbmeros, e com isso permite a utilizacdo de métodos ndo quirais de
cromatografia. No entanto, tais transformacGes demandam tempo e nem sempre séo
reversiveis.

Os metodos cromatograficos diretos sdo mais rapidos e nao geram
transformacoes irreversiveis dos enantidmeros. Podem ser utilizados com o emprego de
aditivos quirais na fase mdvel ou de uma fase estacionéria quiral.

Quando se acrescentam aditivos quirais no eluente de um sistema
cromatografico, a resolucdo dos enantidmeros ocorre pela formacdo de complexos
diastereoméricos com esse aditivo quiral. A separacdo dos enantidmeros € resultado da
diferenca de estabilidade dos complexos diastereoméricos na solvatacéo da fase movel
ou na ligagdo dos complexos ao suporte sélido (LINDNER, PETTERSSON, 1985).

Os aditivos quirais mais utilizados para analises de flavonoides por
cromatografia sdo as ciclodextrinas (VALLS et al., 2009; KOFINF,
PAPAGIANNOPOULOS, GALENSA, 2007a; KOFINF, PAPAGIANNOPOULOQS,
GALENSA, 2007b; GOTTI et al., 2006).

As ciclodextrinas podem interargir hidrofobicamente no seu interior e
hidrofilicamente no exterior de sua estrutura (SAENGER, 1983; Figura 5).
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Figura 5. Tipo de ciclodextrinas.

O diametro interno e a ocorréncia de fortes ligacGes de hidrogénio entre as
hidroxilas da p-ciclodextrina (oligbmero com sete unidades de glicose) e dos
flavonoides concedem alta estabilidade ao complexo (YAN et al., 2006; CALABRO et
al., 2004; Figura 6).

Figura 6. (A) Diametro das ciclodextrinas e (B) desenho esquematico da incluséo de flavonoide quiral na
B-ciclodextrina.

Na utilizagéo de aditivos quirais devem ser observados alguns fatores:
a) a fase movel deve ser simples e de facil manipulacdo, permitindo diferentes
modificacgdes;
b) evitar reagentes instaveis e de dificil obtencéo e preparacéo;
c) o reagente quiral deve formar diasterebmeros estaveis com 0s enantidmeros;

d) a complexacdo enantidbmero-aditivo deve ser reversivel;
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e) 0 processo deve permitir o uso de colunas comuns (Ex.: Cg e Cig) e disponiveis
comercialmente;

f) o processo deve permitir a determinagdo das impurezas, pois os aditivos podem
complexar com outras substancias presentes na matriz dificultando a identificacdo dos
analitos de interesse.

A adicdo de aditivos torna a fase mdvel mais complexa, o que constitui uma
limitacdo do método, principalmente quando se visa a aplicacdo em escala preparativa
(SINGH, 2002).

Os métodos que utilizam CLAE com colunas quirais sdo 0s mais empregados
na separacdo e quantificacdo de enantidmeros.

No mercado sdo encontradas colunas com diferentes tipos de fases
estacionarias quirais, tais como as baseadas em proteinas, ciclodextrinas, polimeros de
carboidratos, tipo Pirkle, troca de ligantes e antibidticos macrociclicos. Em cada tipo de
fase estacionaria ocorrem diferentes interagdes com os analitos quirais, proporcionando
seletividade e resolucéo diferentes (Tabela 1; SNYDER; KIRKLAND; GLAIJCH, 1997;
BONATO; JABOR; GAITANI, 2005).

Tabela 1. Fases estacionarias quirais utilizadas para CLAE.

Tipo de fase Caracteristicas dos

Mecanismo de interacéo

estacionaria quiral analitos
Grupos ionizavies
Proteina Interacdes hidrofobicas e eletrostaticas (i.e., amina ou &cido);

grupos aromaticos
Grupos aromaticos e

Ciclodextrina Inclusdo por complexacéo; ligacbes de H

polares

Centros quirais com
Polimero de Inclusdo por complexacdo; interacGes por ligantes  volumosos;
carboidrato atracédo habilidade para

ligagOes de H

N . N . N Grupos  aromaticos;
LigacBes de H; interagdes n-t; interacdes habilidade

Tipo Pirkle . . para
dipolo-dipolo ligacdes de H e n-
Troca de ligante? Coordenacéo por complexos de metais o-amino € a-hidroxi
aminoacidos
Centros quirais com
Antibicticos LigacOes de H; interacOes n-wt; interacfes ligantes  volumosos;
macrociclicos” dipolo-dipolo; interacdes estéricas e habilidade para
hidrofobicas ligacbes de H e
dipolo-dipolo

% Fase estacionaria raramente utilizada.
® Fase estacionaria com poucos dados na literatura e aplicacdes limitadas.
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Os mecanismos de separacdo por coluna quiral ainda ndo sé@o bem entendidos.
Eles podem também derivar da formacéo reversivel de complexos diastereoméricos de
diferente estabilidade entre cada um dos enantidmeros constituintes de um par e a fase
estaciondria quiral (mais raramente a fase mdvel) ou por inclusdo de moléculas quirais
nas cavidades das fases estacionarias quirais (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997;
SINGH, 2002).

O método direto de analise por CLAE com emprego de coluna quiral é muito
eficiente na separacdo de enantidmeros. A aplicacdo com detectores aquirais implica no
uso de padrdes auténticos de enantidmeros para determinar a identidade desses em
matrizes reais. Ainda assim, podem ocasionar equivocos quando estes se encontram em
matrizes complexas as quais podem possuir outras susbtancias com estruturas
semelhantes.

Existem diversas técnicas que permitem estabelecer a estereoquimica de
moléculas quirais, tais como: raios-x, ressonancia magnética nuclear (RMN) utilizando
agentes de derivacdo, polarimetria, dispersdo rotatéria 6tica (DRO), dicroismo circular
eletronico (DC), dicroismo circular vibracional (DCV), dentre outros (MCCONNELL et
al., 2007). Porém, somente algumas dessas técnicas permitem o acoplamento com a
cromatografia.

A cromatografia quiral acoplada a detectoes quirais pode ndo s6 fornecer
informagdes sobre a presenga/auséncia de enantibmeros (pureza ética), mas também
estabelecer a configuracdo absoluta de moléculas quirais em tempo relativamente rapido
e sem a necessidade de purifica-las.

Dentre os detectores quirais que permitem o acoplamento com a CLAE
destaca-se o dicroismo circular eletrénico (DC), o qual possui caracteristicas
semelhantes a de um detector UV. Esse acoplamento permite o uso de solventes comuns
e possui uma maior estabilidade da linha de base, quando comparado com o
acoplamento CLAE-DRO (necessidade de um controle rigido de temperatura para a
realizacdo das andlises). O acoplamento CLAE-DC est4 em crescente desenvolvimento
no estudo de substdncias naturais, principalmente flavonodides, uma classe de
metabolitos muito comum nas plantas (SLADE; FERREIRA; MARAIS, 2005).
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1.4. Dicroismo circular eletrénico (DC)

A origem da palavra dicroismo vem do grego dikhroos, cor-de-dois, e refere-se
a qualquer dispositivo 6tico que possa dividir um feixe de luz em dois feixes com
diferentes comprimentos de onda. Esse fenémeno foi inicialmente observado pelo
austriaco Wilhelm Carl Ritter von Haidinger em 1847 em cristais de quartzo ametista.
Posteriormente, esse fendmeno foi observado em moléculas opticamente ativas, mais
especificamente em solugdes de tartarato de cobre e cromo, pelo francés Aimé Cotton
(BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000).

A luz é constituida por ondas eletromagnéticas que oscilam por todos os planos
do espaco. Com a utilizacdo de um filtro polarizador é possivel selecionar ondas que

oscilem em um Unico plano, conhecidas como luz plano-polarizada (Figura 7).

Figura 7. Luz plano polarizada: campo elétrico (E) em funcdo do tempo (t).

A polarizagdo circular da luz resulta da sobreposi¢cdo de duas ondas com a
mesma amplitude, linearmente polarizadas, em planos perpendiculares, com diferenca
de fase entre si de 90° ou -90° (Figura 8).
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Diferenca de fase de 90°

Figura 8. Luz circularmente polarizada a direita (E4) e a esquerda (E.).

Os enantiébmeros possuem a propriedade de absorver de formas diferenciadas a
luz circularmente polarizada a esquerda e a luz circularmente polarizada a direita. O
valor de DC é célculado pela diferenca de absor¢édo entre a luz circularmente polarizada
a esquerda (AE) e a circularmente polarizada a direira (AD) em certo comprimento de

onda (Equacdo 1; ZHANG et al., 2004).

AA=AE - AD A = absorbancia
¢ = Absortividade molar;
Ae=¢g,- g;,=AA ¢ = concentra¢do molar da amostra (mol.L1)
; / = comprimento do caminho 6tico da cela (cm)

Equacéo 1. Diferenga de absorg¢do da luz circularmente polarizada — Dicroismo Circular.

O espectro de DC de uma molécula quiral é representado pelo As em funcdo do
comprimento de onda (A; Figura 9). As bandas méaximas e minimas de absorcdo séo
conhecidas como efeito Cotton. A intensidade e o A das bandas sdo caracteristicos para

cada enantibmero (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000).
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Figura 9. Espectro de dicroismo circular (DC).

O detector de DC acoplado a um sistema de CLAE possui constituintes

eletronicos semelhantes aos de um detector UV (Figura 10).

Figura 10. Constituintes eletrénicos de um detector de DC para CLAE.
Fonte: JASCO, 2007.

A facilidade do acoplamento CLAE-DC possibilita 0 uso em série com outros
detectores, como DAD, indice de refracdo (IR), espectrometria de massas (EM), RMN
etc.

O DC acoplado em série com outros detectores por CLAE permite realizar
analises rapidas e confiaveis de moléculas com aplicacdo em bioquimica, em
farmacologia, na sintese organica e de complexos organometalicos (BEROVA,
NAKANISHI; WOODY, 2000; ELIEL; WILEN, 1994).
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Na area de produtos naturais a CLAE-DC em série com outros detectores ainda
é pouco aplicada, porém os estudos demonstram a elucidacdo completa de moléculas
diretamente em extratos brutos sem a necessidade de custosas e demoradas etapas de
isolamento (Tabela 2).

Tabela 2. Substancias naturais identificadas por DC acoplado em série com outros detectores por CLAE
em extratos vegetais.

Técnica Matriz Substancia Referéncia

CLAE-DAD-DC-RMN-EM  Extratos das raizes Dioncofilina + oito alcaléides = BRINGMANN
de Habropetalum etal. 1999

dawei
(Dioncophyllaceae) HO 2

SPROGOE et al.,
2008.

CLAE-DAD-DC-MS-RMN  Extratos ramos
(folhas + flores) de
Thespesia danis

(Malvaceae)
(Sa)
(Ra)
CHz HsC CHy HiC
CLAE-UV-DC Extrato das partes Flavanonas REN et al., 2007.
aéreas de
Dracocephalum
rupestre
(Lamiaceae)
CLAE-UV-DC Extratos de toranja Flavanonas CACCAMESE;

o MANNA;
Re 0 O SCIVOLI, 2003.

OH O
H,O0H
(4]
o CH,
| OHT—O a]
R= OH CH, OH
o ,
OH i
o I OH
! OH CH




INTRODUGCAO - Tese de Doutorado: Daniel Rinaldo 37

Tabela 2 (Continuacdo). Substancias naturais identificadas por DC acoplado em série com outros
detectores por CLAE em extratos vegetais.

CLAE-DAD-DC Preparos de cascas Flavanonas UCHIYAMA et
de Citrus unshiu e i cH; al. 2005
C. reticulata 4’
(Rutaceae) HO On o

A determinacdo dos enantibmetros de catequinas tem sido feita usando-se
CLAE com colunas quirais, mas com detectores aquirais como: detector eletroquimico,
de fluorescéncia e no UV (COOPER et al., 2007; ITO et al., 2003; YANG, ARAI,
KUSU, 2000). Além disso, nenhum artigo reporta a separacdao simultanea dos quatro
diasteredbmeros das catequinas. Foram reportadas separacdes envolvendo apenas um
unico par de enantibmeros em cada corrida, sendo necessarias duas corridas
cromatogaficas para a determinagdo dos quatro diasteredmeros.

A identificacdo de enantidmeros por CLAE com detectores ndo quirais é
realizada pela comparacdo do tg dos analitos com os de padrdes. Para a identificacdo
inequivoca, é necessaria alta resolucao entre os enantibmeros.

Nesse contexto, o acoplamento CLAE-DAD-DC fornece maior seguranga na
identificacdo dessas moléculas mesmo com baixa resolu¢cdo. Com o DAD é possivel
conhecer a classe dos metabdlitos pela anélise dos espectros UV; com o DC é possivel
estabelecer a estereoquimica absoluta pela analise de seus espectros de DC, permitindo
assim a identificacdo de cada diasteredmero da catequina numa unica corrida
cromatografica.

Diante da complexidade dos extratos vegetais e da importancia em se
investigar a presenca de enantibmeros de moléculas naturais quirais, este trabalho teve
como objetivo utilizar o acoplamento CLAE-DAD-DC para determinacdo, rapida e
eficiente, de enantidmeros da catequina e epicatequina em extratos e infusdes de plantas
medicinais consumidos pela populacao.

As especies selecionadas para esse estudo foram as do género Byrsonima
(Malpighiaceae), pois sdo amplamente consumidas pela populacdo na forma de infusdes

e possuem resultados cientificos promissores quanto as atividades farmacoldgicas.
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1.5. O género Byrsonima (Malpighiaceae)

A familia Malpighiaceae compreende aproximadamente 60 géneros e 1200
espécies, 50% delas no Brasil. Sua distribuicdo geogréafica é pantropical, com
concentracdo na America do Sul. S8o arvores, arbustos ou trepadeiras simples. Seu uso
econémico se da como frutos comestiveis, ornamental ou como ingrediente chave em
misturas alucinégenas desenvolvidas por tribos indigenas na Amazénia (HEYWOOD,
1993). E o caso do género Banisteriopsis, cujas espécies sdo empregadas em rituais
indigenas, e cujo efeito alucin6geno esta relacionado com a presenca de alcal6ides
carbolinicos (GHOSAL, 1972). Os géneros mais importantes da América meridional
sdo Malpighia e Byrsonima (JOLY,1977 apud RODRIGUES, 2007).

As espécies do género Byrsonima sdo popularmente conhecidas como “murici-
vermelho” ou “murici-cascudo” e sdo encontradas no Brasil em fisionomias campestres
de cerrado (PEIXOTO, 2002).

No Brasil, plantas do género Byrsonima sdo usadas para fins medicinais,
geralmente como chés, no tratamento de Ulceras gastricas, inflamacédo, infeccbes de
pele, febre, asma (AGUIAR; DAVID; DAVID, 2005; SILVA et al., 2001; HEINRICH;
RIMPLER; BARRERA, 1992) e também como fonte alimenticia no preparo de sucos,
geléias e licores, principalmente na regido Norte e Nordeste (PEIXOTO, 2002).

Espécies de Byrsonima possuem atividades farmacoldgicas cientificamente
comprovadas tais como: antitlcera (SANNOMIYA et al., 2005a), mutagénica
(CARDOSO et al., 2006; LIRA et al., 2008; SANNOMIYA et al., 2007) e
antimicrobiana (MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999; SANNOMIYA et al., 2005b).

Estudos quimicos dessas espécies revelaram a presenca de acido gélico, acido
galoilquinico, catequinas, galocatequinas, taninos condensados, flavonodis e flavonas
(LIRA et al., 2008; SANNOMIYA et al., 2007; AGUIAR; DAVID; DAVID, 2005;
SANNOMIYA et al., 2005a; SANNOMIYA et al., 2005b; GEISS et al., 1995).

Apesar do vasto uso popular de plantas do género Byrsonima como
medicamento, encontram-se poucos estudos sobre a composi¢do quimica e praticamente
nenhum estudo sobre a presenca de enantidmeros de moléculas naturais quirais
produzidas por essas espécies. Isso motivou o estudo da determinacdo de enantidmeros

de catequinas em extratos e infusdes das folhas de Byrsonima basiloba, B.

1 JOLY, A. B. Botanica: introducdo a taxonomia vegetal. 4. ed. Sdo Paulo: Nacional, 1977. 778 p.
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coccolobifolia, B. crassa, B. intermedia e B. verbascifolia (Figura 11) por CLAE-DAD-
DC.

Figura 11. Byrsonima intermedia: foto representativa de plantas do género Byrsonima (Malpighiaceae).
Fonte: Prof. Dr. Jorge Yoshio Tamashiro, Intituto de Biologia da Unicamp



OBJETIVOS - Tese de Doutorado: Daniel Rinaldo 40

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Contribuir para aumentar o conhecimento sobre a composicdo quimica de

espécies vegetais da biodiversidade brasileira.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o uso do acoplamento CLAE-DAD-DC para investigacbes de
substancias quirais em matrizes complexas;

e Desenvolver métodos para determinar quali e quantitativamente
enantidmeros da catequina e epicatequina em extratos e infusdes de folhas
de espécies do género Byrsonima;

e Aprofundar o conhecimento sobre a constituicdo quimica de espécies do
género Byrsonima;

e Contribuir para o controle de qualidade de fitoterapicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes utilizados

3.1.1. Solventes grau analitico

e Cloroférmio (CHCIs), Synthlab®;
e Metanol (MeOH), Synthlab®:

3.1.2. Solventes grau HPLC

e Acetonitrila (ACN), Tedia®;

e Acido trifluoroacético (TFA), Tedia®;

e terc-Butanol (t-BuOH), Tedia®;

e Etanol (EtOH), Tedia®;

e n-Hexano (n-Hex), Tedia®;

e Metanol (MeOH), Tedia®;

e Propan-2-ol (2-PrOH), Tedia®;

e Agua purificada em sistema Milli-Q (H,0), Millipore®.

3.1.3. Padrdes

Os padrdes utilizados foram adquiridos da Sigma Aldrich®:

e Catequina (98 %, 10 mg, Ref. C1251, Lote 036K1604);

¢ ent-Catequina (98 %, 1 mg, Ref. C0567, Lote 066K 1088);

e Epicatequina (98 %, 10 mg, Ref. E1753, Lote 026K2611);

¢ ent-Epicatequina (98 %, 1 mg, Ref. E4018, Lote 100K1673).
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3.2. Materiais

e Cartuchos de extracdo em fase solida (SPE):
a) cartucho de fase normal Classic SiO, (500 mg, 6 mL, Waters®);
b) cartucho de fase polimérica Oasis HLB (poliestirenovinilpirrolidol, 150
mg, 10 mL, Waters®):
c) cartucho de fase reversa Cyg (500 mg, 6 mL, 19 % de carbono, Supelco®);
d) cartucho de fase reversa Strata C1g (500 mg, 6 mL, 17,5 % de carbono,

Phenomenex®).

e Microfiltro de polipropileno GHP (25 mm, 0,45 um,Waters®).

3.3. Instrumentacéo
e Balanca analitica (Bioprecisa®) com capacidade de 200 g e precisdo de
0,0001 g, modelo FA2104N;

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Jasco®, CLAE-DAD-DC):
a) Bomba de quatro canais e degaseificador on-line, modelo PU-2089;
b) Detector de arranjo de fotodiodos (DAD), modelo MD-2010;
c) Detector de dicroismo circular (DC), modelo CD-2095;

d) Injetor automatico com estante para 50 amostras, modelo, AS-2055.

e Coluna analitica (Phenomenex®) de Cig (250 x 4,6 mm, 4 pum) e pré-coluna

(4 x 3mm, 5 um), modelo Synergi Hydro (fase reversa);

e Coluna analitica (Diacel®), de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
diclorofenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, 5um), modelo

Chiralcel IC (fase normal);

e Coluna analitica (Diacel®), de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, 5um), modelo
Chiralcel OD-RH (fase reversa);
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e Coluna analitica (Diacel®), de silica encapada com celulose ligada a 3,5-
dimetilfenilcarbamato (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna (10 x 4,6 mm, 5um), modelo
Chiralcel OD-H (fase normal);

e Evaporador centrifugo a vacuo (Labconco®);

e Micropipetas de alta precisio (Gilson®) com faixa de transferéncia de
volume compreendida entre 2 e 1000 uL; modelos P20, P200 e P1000;

e Purificador de 4gua (Millipore®), modelo Direct-QTM.

3.4. Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas das espécies foram coletadas por diferentes especialistas:

¢ Byrsonima crassa e B. verbascifolia: coletadas por Cristiano Borges Pereira
e autenticadas pelo Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos da Universidade do Tocantins
(Palmas-TO);

e B. basiloba e B. intermedia: coletadas pelo Dr. Luis Fernando R. de
Almeida e autenticadas por José Clemente Campos do Instituto de Biociéncias da Unesp
de Botucatu-SP;

e B. cocolobifolia: coletada e autenticadas pelo Dr. Jorge Yoshio Tamashiro

do Instituto de Biologia da Unicamp.

As folhas foram coletadas de espécies adultas, secas em estufa a 30 °C. Apos
secas, as folhas foram moidas em moinho de facas e guardadas em local seco e
protegido da luz a temperatura ambiente.

Os dados de coleta de cada espécie estudada estdo expostos na Tabela 3.



MATERIAIS E METODOS - Tese de Doutorado: Daniel Rinaldo 44

Tabela 3. Coletas das espécies de Byrsonima.

Espécies Local Data Voucher
(cidade-estado) (més/ano)
B. basiloba Pratania-SP 12/2005 24163 (BOTU)?
B. cocolobifolia  Itirapina-SP 02/2006 1397 (UEC)®
B. crassa Porto Nacional-TO 12/2005 6398 (HUTO)*
B. intermedia Pratania-SP 01/2006 24164 (BOTU)?
B. verbascifolia Porto Nacional-TO 12/2007 481 (HUTO)®

® Herbario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
® Herbério da Universidade Estadual de Campinas
® Herbario da Universidade do Tocantins

3.5. Condicgdes cromatograficas

e As andlises das fragdes provenientes da avaliacdo da seletividade dos
cartuchos de SPE foram realizadas por CLAE [coluna Synergi Hydro; 25°C; (Solvente
A: 0,1% TFA, Solvente B: ACN 0,1% TFA) 0 a 100% de B em 60 min; vazdol mL
min*; volume de injecdo 20 pL; DAD (254 nm)].

e As andlises dos padrdes, extratos e infusbes foram realizadas por CLAE
[coluna Chiralcel OD-H; 25°C; n-Hex/EtOH (75:25, v/v) 0,1% TFA; vazdo 0,5 mL
min'; volume de injec&o 20 pL; DAD (220 nm); DC (280 nm).

Os parametros cromatograficos (volume morto, Vo; tempo morto, to; fator de
retencdo, k; fator de separacdo, a; resolucdo, Rs) foram calculados segundo Snyder,

Kirkland e Glajch (1997; Equagéo 2) usando os sinas obtidos pelo DAD.

V, (volume morto) = 0,5.1..d2 o (fator de separagio) =k,
ki

R, (resolugdo) = 1,177(tgy — fr1)

ty (tempo morto) = ¥ R N
— V\,rl.-h2 + Wl.-hl

F

L = comprimento da coluna

d = didmetro da coluna

F=vazio da fase movel

W12 = Jargura do pico a meia altura

k (fator de retencido) = fz — ¢,
lo

Equacéo 2. Calculos dos parametros cromatogéficos.
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3.6. Solucgbes padréo

e Ensaios de linearidade, recuperacdo (exatiddo), construcdo da curva
analitica e avaliacdo de epimerizacdo: 5,0 mg de catequina e epicatequina foram
transferidos para baldo volumétrico acrescido com 2,5 mL de EtOH (grau HPLC)
acidificados com 0,1% de TFA (pH 4) . O volume foi ajustado para 5 mL com n-Hex
(grau HPLC) também acidificado com 0,1% de TFA (pH 4), obtendo-se a solucdo de
1000 pg mL™. Diluicdes foram efetuadas a partir da solucdo inicial;

e Ensaio de repetibilidade (precisdo): 1,0 mg de cada padrdo de catequina,
ent-catequina,epicatequina e ent-epicatequina foram transferidos para baldo volumétrico
acrescido com 0,5 mL de EtOH (grau HPLC) acidificados com 0,1% de TFA. O volume
foi ajustado para 1 mL com n-Hex (grau HPLC) também acidificado com 0,1% de TFA,
obtendo-se a solugdo de 1000 pg mL™. DiluicBes foram efetuadas a partir da solugéo

inicial.

Todas as solugdes foram armazenadas em geladeira a 4°C e protegidas da luz
até serem utilizadas e filtradas em microfiltro de polipropileno GHP (0,45 um de poro e

25 mm de diametro) antes de serem injetadas no cromatdgrafo.
3.7. Construcdo das curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas a partir da solucéo estoque de 1000 pg
mL™ de catequina e epicatequina.

Aliquotas foram retiradas da solugdo estoque com micropipetas de alta precisdo
e diluidas em baldes volumétricos de 5 mL. Os volumes retirados foram de 5, 10, 25,
50, 100, 250, e 500 pL para as concentraces de 1, 2, 5, 10, 20, 50 e 100 pg mL™. Para
o preparo da solucdo com concentragdo de 0,5 pg mL™, aliquota de 25 pL foi retirada
da solucdo de 100 pg mL™ e diluida em baldo volumétrico de 5 mL.

Cada uma das solugbes de 0,5 a 100 pug mL™ foi preparada em triplicata,
filtradas em microfiltro de polipropileno GHP (0,45 um; 25 mm) e injetadas em
quintuplicata no cromatégrafo.

As areas foram obtidas a partir da integracdo dos picos obtidos pelo DAD (220

nm).
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Os valores das areas foram submetidos ao Teste de Huber (baseado na rejeicao
de valores andmalos em relacdo a medianas), com k = 2 (VALENTE; AUGUSTO;
RIEDO, 2003).

Os valores ndo rejeitados foram usados para a contrugdo de trés curvas

analiticas.

3.8. Preparacéo das amostras

3.8.1. Extrato metandlico (EMeOH)

O po das folhas secas (2,0 g) das espécies de Byrsonima foi extraido com
auxilio de ultrassom durante 30 min com CHCI; (50 mL, para remocéo de substancias
lipofilicas) e filtrado em papel de filtro. Apos a filtragdo, 1,0 g do material sélido
resultante foi extraido com auxilio de ultrassom durante 30 min com 50 mL de MeOH.
A suspensdo resultante foi filtrada em papel de filtro, e o filtrado seco em capela

originou o extrato metandlico (Esquema 1).

‘ 2,0 g Folhas secas e moidas ‘

1)Adigéo de 50 mL CHCl,
2) Banho Ultrassom 30 min

v

Su sp::nséo

Filtrac&o

4x

l Evaporacd@odo solvente

—{ Material sélido ‘

| Extrato CHCL |

‘ 1,0 g do material solido ‘

1)Adic&o de 50 mL MeOH
2)Banho Ultrassom 30 min

v

Su sp::nse'io

Filtragdo

4x

- — Evaporag&odo solvente
—{ Material solido ‘

Extrato MeOH

Esquema 1. Fluxograma de preparagdo dos EMeOH das folhas das espécies de Byrsonima.
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3.8.2. Infusao

As infusBes foram preparadas utilizando procedimento de extracdo que simula
as condicdes reais de preparo de chas pela populagéo: 1,0 g de pé de folhas secas foi
imerso em 10 mL de H,O a 80 °C e mantido por 10 min.

Cada amostra foi filtrada com papel de filtro e o volume final ajustado em
baldo volumétrico de 10 mL. A solugdo foi acidificada para pH 4 com TFA (Esquema
2).

| 1,0g Folhas secas e moidas |

Adic&o de 10 mL de H,0 (80°C)

h J

Suspenséo

1) 10 min de repouso
2) Filtrag&o em funil de Buchner

|

!
‘ Material solido | Infuso

1) Acidificacdoda solucéo (0,1% de TFA)
2)Ajuste do volume para 10 mL em baléo volumétrico
Y

Infuso acidificado
(10mL)

Esquema 2. Fluxograma de preparagdo das infusdes das folhas das espécies de Byrsonima.

3.8.3. Procedimento de Clean-up

Para a remocao de interferentes foi realizado clean-up por extracdo em fase
sélida (SPE) utilizando-se cartuchos de Cyg Strata Phenomenex®, previamente ativados
com 5 mL de MeOH e equilibrados com 5 mL de H,0.

20,0 mg de cada EMeOH foram dissolvidos em 1,0 mL da mistura
MeOH/H,0 (2:8, v/v) acidificada com 0,1% de TFA (pH 4). 1 mL dessa solucédo foi
aplicada no cartucho SPE e eluida com 5 mL de MeOH/H,0 (2:8, v/v) e posteriormente
secas em evaporador centrifugo a vacuo (30 °C). Apds a secura, as amostras foram
ressuspendidas em n-Hex/EtOH (1:1, v/v, pH 4) e o volume ajustado em baldo
volumétrico de 5 mL. As amostras foram filtradas em microfiltro de polipropileno

GHP. Esse clean-up foi realizado em triplicata.
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Aliquotas de 20 pL provenientes de cada replicata foram analisadas em
triplicata por CLAE-DAD (Esquema 3).

O mesmo procedimento foi realizado para as infusdes.

‘ 1mL de amostra ‘

Cartuchode SPEC,;
(ativado e equilibrado)

Eluicdo com 5mLde MeOH/H,0 (2:8, viv)

omLfr. 2:8

1) Secagemem evaporadorcentrifugo avacuo
2) Ressuspensdoem 5mL n-Hex/EtOH (1:1,v/v)0,1% TFA

Solucao

Injecdode 20pL

\ CLAE-I;AD-DC \

Esquema 3. Fluxograma do clean-up por SPE dos EMeOH e infusdes das folhas das espécies de
Byrsonima.

3.9. Identificacéo e quantificacéo

A identificacdo das substancias foi feita por comparacdo de seus tempos de
retencdo (tg), espectros no UV e DC com os obtidos para os padrdes.

A quantificacdo dos analitos foi feita pelo método de calibragdo externa: a
quantidade dos analitos em cada amostra foi determinada pela medicdo das areas dos
picos e comparando-as com aquelas obtidas para as solucGes de referéncia de
epicatequina e catequina. A ent-epicatequina identificada nas amostras foi quantificada
usando a curva analitica do seu enantidbmero (epicatequina), uma vez que no DAD as
respostas para enantiomeros sdo semelhantes, pois ambos apresentam a mesma

absortividade molar (g).
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4. DESENVOLVIMENTO, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Separacdo e identificacdo dos enantibmeros

O primeiro passo para o desenvolvimento da metodologia para CLAE-DAD-
DC foi a escolha do método de andlise quiral a ser utilizado.

Métodos de derivacdo indireta demandam tempo e sdo limitados, além de
provocarem modificagdes nas estruturas das moléculas ocasionando alteragdes em suas
caracteristicas fisicas e quimicas, o que pode induzir a erros na determinacdo da
configuracdo absoluta (YANEZ; ANDREWS; DAVIES, 2007).

Alguns métodos utilizam eletroforese capilar com B-ciclodextrina como aditivo
quiral para analises de enantidmeros de catequinas (VALLS et al.,, 2009; KOFINF,
PAPAGIANNOPOULOS, GALENSA, 2007a; KOFINF, PAPAGIANNOPOULOQS,
GALENSA, 2007b; GOTTI et al., 2006). Porém, esses métodos ndo permitem a
transposicdo para analises em escala preparativa, o que impossibilita a obtencdo de
enantiomeros purificados que possam ser utilizados para realizacdo de ensaios
biologicos. Esse é um fator limitante para a escolha da técnica, principalmente em
estudos de bioprospecgéo.

A B-ciclodextrina possui baixa solubilidade em solventes organicos, o que é
um sério inconveniente para a andlise de susbtancias de média polaridade como as
catequinas.

Devido a esse fato, o0 método escolhido foi 0 método direto com a utilizagdo de
coluna quiral.

As catequinas sdo substancias de média e alta polaridade com grupos
aromaticos hidroxilados. Para analise desse tipo de metabolito secundario, o tipo de fase
estaciondria quiral recomendada e com ampla aplicacdo na literatura é o de polimeros
de carboidratos. Dentre as colunas a base de polimeros de carboidratos, aquelas que
podem ser usadas para analise de uma ampla faixa de tipos de analitos séo as de
celulose (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; BONATO; JABOR; GAITANI,
2005).

Para avaliar a separagdo simultanea das catequinas, foram utilizadas solugdes

contendo os quatro diasteredBmeros em concentracao de 20 pg mL™.
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Iniciaram-se os estudos pela avaliacdo da fase estacionaria quiral. A primeira
coluna testada foi a Chiralcel OD-H [fase normal, celulose tris-(3,5-
dimetilfenilcarbamato)].

A otimizacdo do método cromatografico foi realizada segundo estratégia

descrita por Snyder, Kirkland e Glajch (1997; Esquema 4).

n-Hex/EtOH
90/10, coluna 250 x 4,6 mm, 0,5 mL.min""

Ajuste do k para 1-10 pela mudanca da % EtOH

Sen&oobteveRs 21,25 paraos
enantidmeros

Otimizar com adigdo modificadores préticos (alcoois):
n-PrOH, n-BuOH ou MeOH (com % solivel em Hex)

Sendoobteve Rs> 1,25 paraos
enantidmeros

L

Alterar por modificadoraprético:
ACN,MTBE ou CH,CI,

Senédoobteve Rs>1,25paraos
enantibmeros

¥
Alterara temperaturada coluna

Esquema 4. Estratégia para otimizacdo de métodos cromatogréaficos quirais com colunas Chiralcel OD.

Inicialmente utilizou-se um sistema isocratico de n-Hex/EtOH (90:10 vlv,
Esquema 4). Porém, esta mistura ndo possuiu forca de eluicao suficiente para superar a
forca de interacdo entre as catequinas e a fase estacionaria, provocando assim a retencao
das susbténcias na coluna.

Foram testadas outras misturas como eluentes com aumento da porcentagem do
solvente com maior forca de eluicdo em fase normal (EtOH) a fim de ajustar o
coeficiente k dos analitos na faixa entre 1 < k < 10. A mistura n-Hex/EtOH (75:25, v/v)
foi a que apresentou valores de k dentro da faixa desejada.

Apesar de os enantibmeros da epicatequina apresentarem Rs > 1,25, o0s
enantibmeros da catequina ndo apresentaram boa separacdo. Foram testados outros
modificadores préticos (2-PrOH e t-BuOH), porém apresentaram valores de resolugdo

menores ou iguais aos ja obtidos com a mistura n-Hex/EtOH (75:25, v/v).
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Devido a dificuldade na separagdo dos enantidmeros da catequina, outras
colunas quirais foram avaliadas com os seguintes sistemas:

1. Coluna Chiralcel OD-RH [250 x 4,6 mm, 5 um; fase reversa; celulose tris-
(3,5-dimetilfenilcarbamato)]: H,O, MeOH, 2-PrOH e ACN em diversas proprogoes e
vazoes;

2. Coluna Chiralpak IC [250 x 4,6 mm, 5 um; fase normal, celulose tris-(3,5-
diclorofenilcarbamato)]: n-Hex, EtOH, 2-PrOH e t-BuOH em diversas proprogdes e
vazoes;

Com as colunas 1 e 2 ndo foi possivel obter resolucdes satisfatérias entre os
enantidbmeros, havendo coelui¢cdo dos picos do par enantiomérico catequina e ent-

catequina. Os melhores resultados obtidos para as colunas testadas estdo apresentados

na Figura 12.
Chiralcel OD-H Chiralcel OD-RH ChiralpakIC
n-Hex/EtOH
: H,0MeOH/2-PrOH n-Hex/EtOH
(7525, viv) (80515, viviv) (7525, viv)

Figura 12. Separacdo obtida por CLAE entre os enantibmeros ent-catequina e catequina nas colunas
avaliadas. [25°C; DAD (220 nm); DC (280 nm); vaz&o 0,5 mL min™].

Em fases mdveis acidificadas ocorre protonacdo dos grupos silanois residuais
da fase estacionaria (Cg, Cyg, silica etc) diminuindo fortes interacfes (p.e. ligacOes de
hidrogénio) com os analitos, em especial analitos hidroxilados, como as catequinas.
Essas fortes interacdes podem gerar alargamento dos picos e consequentemente possivel
coeluicéo.

Tang (1996) realizou estudos sobre a influéncia de acidos em colunas quirais
encapadas com celulose e constatou que o TFA (pH 4) apresentou os melhores
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resultados para a separacao de enantidmeros de drogas quirais. Portanto, para as analises
das catequinas, o pH da fase mével foi ajustado para 4 com a adicdo 0,1 % de TFA na
fase movel.

A acidificacdo da fase movel com TFA provocou aumento na resolucdo dos
enantidbmeros da epicatequina e catequina em todos os sistemas testados.

Os melhores resultados foram obtidos com a coluna Chiralcel OD-H (Figura
13). Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que reporta que a coluna
Chiralcel OD-H (fase normal) é a que apresenta a melhor retencdo, seletividade e
resolugdo em anélises de enantibmeros de flavondides (YANEZ; ANDREWS;
DAVIES, 2007; CACCAMESE et al. 2005).

Para analises por CLAE-DAD-DC utilizando a coluna Chiralcel OD-H, a fase
movel n-Hex/EtOH (75:25, v/v) permitiu obter Rs satisfatorias entre os enantidbmeros
de catequina (Rs = 0,8) e epicatequina (Rs = 5,0) em menor tempo de analise (Tabela
4).

Tabela 4. Parametros cromatograficos da separacdo dos enantidmeros ent-catequina (1)/catequina (2) e
epicatequina (3)/ent- epicatequina (4) na coluna Chiralcel OD-H.

Fase movel Catequina Epicatequina

a a a a a a a a
k1 Ko a12°  Ra2® Ks Ks o034 Rsa

n-Hex/2-PrOH® 1,74 221 127 06 525 750 143 1,3
n-Hex/t-BuOH® 2,50 282 113 08 526 109 2,07 52
n-Hex/EtOH® 1,46 167 1,14 08 316 661 209 5,0

®k é o fator de retencdo para Vo = 2,64 mL e t, = 5,28 min; o é o fator de separagéo; R é a resolucéo;
® n-Hex/2-PrOH: n-hexano/propan-2-ol (75:25, v/v) acidificado com 0,1% de TFA;

¢ n-Hex/t-BuOH: n-hexano/t-butanol (60:40,v/v) acidificado com 0,1% de TFA.

¢ n-Hex/EtOH: n-hexano/etanol (75:25, v/v) acidificado com 0,1% de TFA;

E importante ressaltar que as analises foram monitoradas com DAD em A =
220 nm devido a maior sensibilidade das catequinas nesse comprimento de onda e, com
0 DC em A = 280 que permite melhor diferenciagdo entre os enantiomeros da catequina

e epicatequina.
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n-Hex/2-PrOH (75:25, viv)acidificadocom 0,1% TFA

&
o

n-Hex/t-BuOH (60:40, v/v) acidificadocom 0,1% TFA

G
&
Ry

n-Hex/EtOH (75:25,v/v) acidificado com 0,1% TFA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Minutos

Figura 13. Cromatogramas da separacdo dos enantidmeros da catequina (C) e epicatequina (EC) com
diferentes fases mdveis. [Coluna Chiralcel OD-H (250 x 4,6 mm); 25°C; DAD (220 nm), vazdo 0,5 mL

min™].

As catequinas possuem dois cromoforos aromaticos, chamados de anel A e B,
com bandas de absorcdo em 280 nm (transic&o ‘L) e 240 nm (transicdo 'L, Figura 14,
KORVER, WILKINS, 1971).

150

my

100

30

200 250 300 350 400
nm

Figura 14. Espectro UV caracteristico de catequinas.
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De acordo com Snatzke, Kajta” R e Snatzke (1973), o cromoforo anel-A € a
primeira esfera quiral; o heterociclo anel-C forma a segunda esfera; o cromdéforo anel-B
e o substituinte do C-3 formam a terceira esfera quiral.

O anel-C (segunda esfera) € mais préximo do croméforo anel-A (primeira
esfera) e, portanto, determina ndo apenas o sinal do efeito Cotton dentro de cada banda
de absorcdo, mas também a magnitude desses efeitos. O sinal do efeito Cotton do
cromoforo anel-A é determinado pela quiralidade do heterociclo anel-C, tendo uma
menor influéncia na configuracdo absoluta do C-3 e maior influéncia na configuragéo
do C-2 (CLARK-LEWIS, 1968). Os dados de DC indicam que as configuragdes 2R e 2S
provocam efeito Cotton negativo e positivo, respectivamente, para o cromaéforo anel-A
(transicdo Ly).

J& o efeito Cotton do cromoforo anel-B € determinado pela configuragdo
absoluta do C-3. Para a transicdo 'L, (croméforo anel-B), CE negativo e positivo
caracterizam configuracdes 3S e 3R, respectivamente (REINIER et al., 1999; SLADE;
FERREIRA; MARAIS, 2005). Excecbes a essa regra ocorrem quando o anel-A ¢é
desprovido de hidroxilacdo (VAN RENSBURG et al., 1999).

E importante salientar que, dependendo do solvente utilizado, os espectros de
DC podem apresentar bandas de absor¢do em comprimentos de ondas diferentes. Neste
trabalho, os espectros de DC dos enantidmeros da catequina e epicatequina foram
obtidos utilizando n-Hex/EtOH (75:25, v/v) como solvente e, os efeitos Cotton foram
observados em 227 e 280 nm para catequina/ent-catequina e 240/280 nm para
epicatequina/ent-epicatequina (Figura 15). Os mesmos efeitos sdo observados quando
sdo utilizados como solventes MeOH ou EtOH (KORVER, WILKINS, 1971).
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Figura 15. Espectros de DC da ent-catequina (ent-C), catequina (C), epicatequina (EC) e ent-
epicatequina (ent-EC).

Embora a R entre 0s enantibmeros da catequina esteja abaixo do valor 6timo
de 1,25, é possivel identificar inequivocamente cada um deles nos cromatogramas pela
analise dos espectros UV e DC. Assim, foi possivel estabelecer a ordem de elui¢do dos
enantidbmeros da catequina e epicatequina nas condi¢des testadas como: ent-catequina
(tx. = 13,0 min), catequina (tr = 14,1 min), epicatequina (tg = 22,0 min) e ent-

epicatequina (tg = 40,2 min; Figura 16).
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Figura 16. Cromatograma da separacdo dos enantidmeros da catequina (C) e epicatequina (EC) e seus
respectivos espectros de DC. [Coluna Chiralcel OD-H (250 x 4,6 mm, 5 um), n-Hex/EtOH (75:25, v/v)
acidificado com 0,1% de TFA (pH 4), 25°C; DC (280 nm), vazdo 0,5 mL min™].

4.2. Avaliacao da seletividade do Clean-up

Para minimizar custos e maximizar resultados da analise, 0 uso da extracdo por
fase sélida (SPE) permite a caracterizacdo fisica de um extrato ou da eliminacdo de
possiveis interferentes na etapa de avaliacdo cromatografica (CANNELL, 1998).

Nesta etapa, utilizou-se o sistema CLAE em fase reversa para analisar as
fragdes proveninentes dos cartuchos avaliados. Nos cromatogramas foram observadas as
classes de metabdlitos presentes em cada fracao pelo espectro UV de cada pico.

O objetivo desse estudo foi escolher o cartucho que apresenta melhor
seletividade, ou seja, capacidade de separar as catequinas dos outros metabdlitos
presentes nos extraos e infusdes das folhas de espécies de Byrsonima. Para a realizacdo
dos testes, foram avaliados trés tipos de cartuchos diferentes:

1. de fase normal (silica) e solventes organicos de baixa polaridade;
2. de fase reversa (Cyg) com solventes organicos de alta polaridade e agua;

3. de fase reversa polimérica (poliestirenovinilpirrolidol).
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O primeiro cartucho avaliado foi o de fase normal (SiO;), o qual foi
previamente condicionado com 5 mL de n-Hex. As amostras (EMeOH e infusdes)
foram ressuspendidas em 1 mL de n-Hex/EtOH acidificado com TFA (pH 4) e aplicadas
sobre os cartuchos. Foram coletadas trés fracdes eluidas com: 5 mL de n-Hex (Frl); 5
mL da mistura de n-Hex/EtOH 1:1 (Fr2) e 5 mL de EtOH (Fr3). As fracdes foram secas,
ressuspendidas em MeOH/H,0 (2:8, v/v) e analisadas por CLAE-DAD.

Para os testes em fase reversa (Cyg), utilizaram-se cartuchos de 2 marcas
diferentes, Strata Phenomenex® e Supelco®. Os cartuchos foram previamente ativados
com 5 mL de MeOH e em seguida condicionados com 5 mL de H,0. Aliquotas de 1 mL
das amostras foram ressuspendidas em MeOH/H,0 (2:8, pH 4) e aplicadas em cada um
dos cartuchos. De cada amostra foram obtidas trés fracdes eluidas com: 5 mL de
MeOH/H,0 (2:8, v/v, Frl); 5 mL de H,O/MeOH (1:1, v/v, Fr2) e 5 mL de MeOH (Fr3).
Aliquotas de 20 pL de cada fracdo foram analisadas por CLAE.

O cartucho de fase reversa polimérica utilizado foi 0 OASIS (Waters®), o qual
foi previamente ativado com 5 mL de MeOH e em seguida condicionado com 5 mL de
H,0. O restante do procedimento foi semelhante ao desenvolvido para os cartuchos de
fase reversa Cig.

Os procedimentos empregando cartuchos de fase normal e polimérica nao
foram seletivos para as catequinas em todos os extratos e infusdes das espécies
estudadas, pois as fracGes se mostravam misturadas com flavonoides em propor¢des
equivalentes.

Os clean-up realizados com cartuchos de Cig permitiram obter fracOes
enriquecidas com catequinas e derivados, quando eluidas com MeOH/H,O (2:8,v/v,
Figura 17).
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Figura 17. Cromatogramas representativos das fracdes do EMeOH das folhas de B. crassa provenientes
do clean-up utilizando cartuchos SPE de C18. Fr1: MeOH/H,0O (2:8, v/v), Fr2: MeOH/H,0 (1:1, v/v),
Fr3: MeOH. [Coluna Synergi Hydro (250 x 4,6 mm, 5um), 0 a 100% de B em 60 min (Solvente A: H,O
acidificada com 0,1% de TFA,; Solvente B: ACN acidificada com 0,1% de TFA), 25°C, DAD (254 nm),

vazdo 1 mL min™].
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4.3. Parametros avaliados

4.3.1. Linearidade e sensibilidade

Os valores das éareas dos picos nas concentrag@es de 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50 e
100 pg mL™, injetados em quintuplicatas (15 valores para cada concentrac&o), foram
submetidos ao Teste de Huber para a rejeicdo dos anémalos. Usando k = 2, houve a
necessidade de rejeicdo dos 15 valores correspondentes as areas dos picos de
concentracdo 0,5 ug mL™ referentes & catequina e 18 valores, sendo 15 dos picos de
concentracdo 0,5 pg mL™ e 3 dos picos de concentragdo 1 pug mL™ referentes &
epicatequina.

Os valores ndo rejeitados foram utilizados para a construcdo de trés curvas
analiticas de cada padrdo (catequina e epicatequina). As areas dos picos (resposta do
detector, y) de cada substancia foram relacionadas com sete concentragdes: 1, 2, 5, 10,
20, 50 e 100pg mL™.

As melhores curvas apresentaram coeficientes de correlagdo (r’) de 0,992 e
0,995 para a catequina e epicatequina, respectivamente (Tabela 5, Figura 18). Esses
valores indicam boa relacdo linear da area do pico com a concetragdo, cujo valor
minimo recomendado pela ANVISA para analises de principios ativos em matéria-
prima vegetal é de 0,99 (AGENCIA..., 2009b).

E importante salientar que foram construidas curvas analiticas somente para
catequina e epicatequina, pois seus enantibmeros correspondentes apresentam respostas
similares no DAD.

A partir dos pardmetros extraidos das curvas analiticas foi possivel determinar
os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do sistema para a catequina e
epicatequina, empregando as relagdes recomendadas pela IUPAC (CURRIE, 1999;
Equacao 3).

Os LDs e LQs obtidos para catequina (0,77 e 2,32 pg mL™) e epicatequina
(0,42 e 1,27 g mL™) indicam detectabilidade aceitavel quando comparados com os de
métodos descritos na literatura. Kofink e cols (2007) relatam LD =5 e LQ = 10 pug mL™
utilizando eletroforese capilar com detec¢do no UV em analises de chocolates, enquanto
Dias e cols (2010) relatam LD de 0,27-0,33 pg mL™ e LQ de 0,91-1,09 pg mL™ para
catequina e epicatequina, respectivamente, utilizando CLAE com deteccdo por

fluorescéncia em analises de vinhos.
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Tabela 5. Pardmetros obtidos das curvas analiticas dos padrdes de catequina e epicatequina.

Substancia  Faixa de Equagcdo dacurva analitica® LD LQP Fator de
linearidade (mgmL™)  (ugmL™) correlagéo (r%)
(ug mL™Y)

C 2,32-100 y = 3,9.10°[C] + 6,6.10" 0,77 2,32 0,992

EC 1,27-100 y = 3,7.10°[EC] - 1,9.10° 0,42 1,27 0,995

& Sete pontos (n = 5);
® LD= limite de deteccdo; LQ= limite de quantificacéo.

LD=DPa.3 LQ=DPa. 10
IC IC

DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo y de 3 curvas analiticas
IC = inclinagédo da curva analitica

Equacéo 3. Calculo do Limite de Detecc¢do (LD) e Quantificacdo (LQ).

Figura 18. Curva analitica da (A) catequina e (B) epicatequina.
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4.3.2. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparacdo do espectro no UV e espectro de
DC de cada padrdo com os dos picos obtidos pelas analises dos extratos e infusfes das
folhas de espécies de Byrsonima. Os espectros no UV e de DC foram obtidos na faixa
de 200-400 nm e 220-420 nm, respectivamente.

Confirmagdes foram feitas pelo enriquecimento dos extratos e infusdes com 0s
padrdes auténticos de catequina, epicatequina e ent-epictequina (Figura 19, pag. 66).

E possivel observar que o efeito da matriz afetou acentuadamente o tg da ent-
epicatequina. Ela eluiu em menor tempo quando presente nos extratos e infusfes que
quando analisada somente com padrdes (tr = 40,2, Secdo 4.1). Nos extratos e infusdes
das folhas das espécies de B. crassa, B. intermedia, B. verbascifolia a eluicdo da ent-
epicatequina ocorreu em 35,0 min e na espécie B. basiloba 38,5 min.

Os extratos vegetais podem ter em suas composicdes uma variedade muito
grande de moléculas. Embora se tenha feito um clean-up para a obtengdo de fracdes
livre de interferentes, estas podem apresentar susbtancias ndo detectadas nas analises
realizadas por CLAE-DAD-DC, ou seja, sushtancias que ndo absorvem na regido do
UV, tais como: saponinas, aclcares, inositois, entre outros. Estas substancias possuem
grande namero de hidroxilas que podem interagir fortemente com a fase estacionaria
(silica-celulose) provocando impedimento estérico e, com isso, diminuindo a interacdo
da mesma com os analitos de interesse. Consequentemente, provocam alteragdes nos tg.

Porém, independentemente do tg, € possivel detectar os enantidmeros da
catequina e epicatequina pela andlise dos espectros UV e DC. Com os espectros no UV
(Figura 14) foi possivel determinar a classe e com os espectros de DC foi possivel
determinar a estereoquimica de cada diasteredmero (Figura 15).

Portanto, 0 método proposto com a utilizacdo de CLAE-DAD-DC € a

altamente seletivo para catequinas nas condigfes analisadas.
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4.3.3. Precisao

A repetibilidade (intra-dia) e a precisdo intermediéria (inter-dia) do método
foram avaliadas em relacdo aos tg e areas dos picos dos padrdes de ent-catequina,
catequina, epicatequina e ent-epicatequina.

A precisdo de cada padréo foi calculada de acordo com as recomendacGes da
ANVISA (Equacio 4, AGENCIA..., 2009b), em trés niveis de concentracio: 2, 50 e 100
ng mL™ (Tabela 6). Foram realizadas dez injecdes para cada concentragdo (n=10).

Os resultados encontrados estdo compreendidos na faixa de 0,3 e 3,8% para 0s
experimentos intra-dia e 2,0 e 4,8% para 0s experimentos inter-dia. Portanto, 0 método
proposto possui precisdo satisfatoria, pois métodos de analises de principios ativos em
extratos vegetais sdo considerados precisos se apresentarem desvio padrdo relativo
menor que 5% (AGENCIA..., 2009b).

DPR =DP . 100
CMD

DPR = desvio padrio relativo
DP = desvio padrio
CMD = concentragdo média determinada

Equacéo 4. Célculo da precisao.

Tabela 6. Valores referentes a precisdo do método.

Analitos Tempo de retencdo (DPR%)  Area do pico (DPR%)
intra-dia® _inter-dia® intra-dia® inter dia®™
2 ugmL™?
ent-Catequina 0,5 2,1 0,4 2,0
Catequina 0,3 2,6 0,7 3,0
Epicatequina 1,5 3,1 2,0 4,3
ent-Epicatequina 2,3 3,7 2,2 4,0
50 pg mL*?
ent-Catequina 1,0 3,2 2,5 2,5
Catequina 2,3 2,8 2,1 2,9
Epicatequina 3,5 3,6 3,2 3,3
ent-Epicatequina 3,4 4,3 3,8 4,5
100 pg mL™*
ent-Catequina 0,3 2,2 0,8 3,5
Catequina 0,7 2,6 0,7 3,1
Epicatequina 2,5 3,6 2,5 4,0
ent-Epicatequina 3,3 4,0 3,0 4,8
®n=10;

® Trgs dias diferentes.
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4.3.4. Recuperacao (exatidao)

A exatiddo do método foi investigada por estudos de recuperacdo somente dos
padrbes de catequina e epicatequina, pois a similaridade estrutural entre pares de
enantiébmeros reflete-se igualmente nas suas propriedades fisicas e quimicas e, de um
modo geral, estas propriedades sdo idénticas em meios isotropicos.

A recuperacdo foi avaliada em trés niveis de concentracdo: 2 pg mL™ (menor
concentracéo dentro da faixa linear), 50 pg mL™ (concentracdo média dentro da faixa
linear) e 100 pg mL™ (concentracdo maxima dentro da faixa linear).

Inicialmente os testes foram realizados na preparacdo da infusdo e EMeOH das
folhas de Byrsonima crassa e as analises realizadas por CLAE quiral.

Para a preparacdo da infusdo, trés porgdes de 1 g de folha foram enriquecidas
com 20 pL, 500 pL e 1000 pL de solucdo contendo 1 mg mL™ de catequina e
epicatequina, respectivamente.

Para a preparacdo do EMeOH, trés porc¢0es de 2 g de folhas foram enriquecidas
com 10 pL, 250 pL e 500 pL da mesma solucdo padrdo contendo 1 mg mL™ de
catequina e epicatequina.

Apobs as fortificacdes, foram realizados os procedimentos de preparo e clean-up
das amostras (Secdo 3.8) em que os cartuchos utilizados foram os de fase reversa Cig
(Secdo 4.2).

A quantidade total dos analitos foi determinada e comparada com as obtidas
pela analise de testemunhas (EMeOH e infusdes), a fim de avaliar a porcentagem de

recuperacgdo nos cartuchos de fase reversa (Cig) Strata e Supelco (Equagdo 5).

%R = C;-C,. 100

Coa

%R = porcentagem do padrio recuperada

C;= concentragio do analito fortificada com padrédo

C,¢= concentracdo do analito nfo fortificada com padrao

C,4 = concentragido do padrado usado para fortificar a amostra

pd

Equacdo 5. Célculo da recuperacéo dos analitos.

Embora os cartuchos de fase reversa tenham apresentado seletividade
satisfatoria, o Strata foi 0 que apresentou melhores niveis de recuperagdo para catequina
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e epicatequina no EMeOH e infusdo das folhas de Byrsonima crassa (Tabela 7).

Portanto, foi o escolhido para as anélises.

Tabela 7. Recuperagdo de catequina e epicatequina obtidos apos clean-up com diferentes cartuchos Cyg
(EMeOH e infusdo das folhas de Byrsonima crassa).

Cartuchos de Cig Recuperacéo (%0)?
EMeOH Infusdo

Catequina Epicatequina Catequina Epicatequina
2 ug mL™?
STRATA Phenomenex 88 100 80 78
Supelco 56 61 46 49
50 pg mL™
STRATA Phenomenex 89 101 84 83
Supelco 58 55 48 51
100 pg mL™*
STRATA Phenomenex 91 105 89 91
Supelco 60 63 50 53

# Cada valor representam a média de trés replicatas (n = 3).

Devido ao fato de espécies de plantas possuirem composi¢cGes quimicas
diferentes, foi avaliada a recuperacdo para os EMeOH e infusGes das folhas das outras
quatro espécies estudadas (Byrsonima basiloba, B. cocolobifolia, B. intermedia e B.
verbascifolia. Os valores de recuperacao variaram de 75,0 a 110,2% nos EMeOH e 70,0
a 89,5 nas infus@es (Tabela 8).

A ANVISA determina que a porcentagem aceitavel de recuperacdo em analises
de principio ativo em matéria prima vegetal deve estar compreendida entre 80 e 120%
(AGENCIA..., 2009b).

Como € possivel observar na Tabela 8, na maioria das aplicacBes foi possivel
obter recuperacdes acima de 80%, o0 que evidencia boa exatiddo do método empregado.
Os menores valores encontrados para a epicatequina na infusdo podem estar
relacionados a possiveis processos de degradacdo (OSZMIANSKI et al., 1996; CHEN
et al.,, 2001; WANG; ZHOU; JIANG, 2008). Isso também foi observado em nossos

ensaios (Sec¢éo 4.5).
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Tabela 8. Recuperacgdo de catequina e epicatequina ap6s clean-up com o cartucho Cyg Strata Phenomenex
(EMeOH e infuso das folhas de espécies de Byrsonima).

Espécies Recuperagao (%0)®
EMeOH Infuséo

Catequina  Epicatequina  Catequina Epicateqgina
2 pg mL*
B. basiloba 78 80 83 70
B. cocolobifolia 88 85 80 72
B. crassa 88 100 80 78
B. intermedia 86 88 81 81
B. verbascifolia 93 80 89 80
50 pg mL™
B. basiloba 89 84 80 71
B. cocolobifolia 86 80 81 74
B. crassa 89 101 84 83
B. intermedia 81 79 83 73
B. verbascifolia 110 75 86 70
100 pg mL™*
B. basiloba 90 91 88 83
B. cocolobifolia 86 91 86 78
B. crassa 91 105 89 81
B. intermedia 91 99 85 80
B. verbascifolia 99 95 89 77

& Cada valor representam a média de cinco replicatas (n = 5).

4.4. Analises dos extratos e infusdes das folhas de espécies de Byrsonima

Depois de estabelecidos os parametros do método, os diasteredbmeros da
catequina foram determinados nos EMeOH e infusdes das folhas de espécies de

Byrsonima (Figura 19).
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Figura 19. (A) Cromatogramas dos EMeOH (linha solida) e infudes (linha tracejada) das folhas de
espécies de Byrsonima e (B) cromatogramas dos EMeOH fortificados com 50 pg de cada padrdo de
catequina (C), epicatequina (EC) e ent-epicatequina (ent-EC). [Coluna Chiralcel OD-H (250, 4,6 mm,
5um), n-Hex/EtOH (75,25, v/v) acidificado com 0,1% de TFA (pH 4), 25°C, DAD (220 nm), vaz&o 0,5

mL min™].
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Em B. coccolobifolia ndo foi possivel observar a presenca de diasteredbmeros da
catequina, enquanto que nas outras quatro espécies analisadas foi possivel determinar a
guantidade de catequina, epicatequina e ent-epicatequina (Tabela 9).

Tabela 9. Quantidade de catequina, epicatequina e ent-epicatequina no EMeOH e infusdo das folhas de
espécies de Byrsonima (ug analito / g folhas).

Espécies de Byrsonima EMeOH

c’ ECP ent-EC®  Total
B. basiloba 3610,2#0,3 193,6+0,1 377,9+08 41821
B. coccolobifolia ND* ND° ND°
B. crassa 1279,020,5 2242+0,2  322,1%0,3  1825+1
B. intermedia 519,9+0,8 193804 1972+09 911+1
B. verbascifolia 4277,8+0,9 1483+0,1 7250+07 51511

Infusdo

B. basiloba 2213,940,6 252,1+01 162,1+09 26281
B. coccolobifolia ND° ND° ND®
B. crassa 1139,1#0,9 471,6+05 3712+0,2 1982+1
B. intermedia 4258+0,3 197,9+0,6 207,0+03 831%1
B. verbascifolia 2370,8+0,6 < LQ" 374,8£0,2  2745,6+0,9

2 Os valores representam a média de cinco replicatas (n = 3);
b C: catequina; EC: epicatequina;

° ND: Néo detectado;

4 Valor abaixo do limite de quantificacio (LQ).

As folhas de B. verbascifolia apresentaram maior quantidade de catequinas
quando comparada com as demais espécies, seguida por B. basiloba, B. crassa e B.
intermedia.

Os gréaficos da Figura 20 apresentam a comparacdo das quantidades de
catequina, epicatequina e ent-epicatequina determinadas nos EMeOH e infusdes das

folhas de Byrsonima basiloba, B. crassa, B. intermedia e B. verbascifolia.
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Figura 20. Quantidade de catequina, epicatequina e ent-epicatequina nas folhas das espécies de
Byrsonima (mg analito / g folhas).
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A ent-epicatequina encontrada nas folhas de espécies de Byrsonima € uma
substancia incomum na natureza. A Figura 20 mostra que os teores de epicatequina e
seu enantiomero, ent-epicatequina, sdo aproximadamente iguais tanto nos EMeOH
quanto na infusdo de B. crassa e B. intermedia. Baseado nesse fato € possivel questionar
sobre a identificacdo de moléculas naturais quirais isoladas sob condic¢des aquirais,
normalmente descritos na literatura. E, portanto, possivel, que muitos desses resultados
envolvam na verdade, um par enantiomérico e ndo uma substancia pura.

Tal fato pode ainda ocasionar conclusbes equivocadas de resultados
farmacoldgicos obtidos por essas susbtancias.

Como amplamente discutido na literatura, a maioria dos flavonoides sao
biossintetizados por enzimas presentes nas plantas e, em relacdo a flavondides quirais,
acredita-se que essas enzimas sejam estereosseletivas e, portanto, levem a formagéo de
apenas um enantiomero (GRISEBACH, 1973; DAVIES, SCHWINN, 2006; DWICK,
2002).

As catequinas podem sofrer epimerizacdo no C-2 em solucdes alcalinas ou
neutras na presenca de luz ou em temperaturas acima de 40°C (KENEDY et al., 1984).

Isso implica em que a ent-epicatequina identificada nas folhas de Byrsonimas
pode estar relacionada com a epimerizacdo da catequina ocorrida nos processos de
preparo e clean-up dos extratos e infusdes.

Devido a esse fato, realizou-se estudo de estabilidade das catequinas nas etapas
de preparacao dos extratos e infus@es das folhas de espécies de Byrsonima (Secéo 4.5).

4.5. Avaliacdo da epimerizacdo de catequinas durante a preparacdo dos

extratos e infusBes das folhas de espécies de Byrsonima

Duas solugBes contendo 50 e 100 pg mL™ de padrdes de catequina e
epicatequina foram submetidos aos mesmos procedimentos de extragdo e clean-up
realizados no preparo dos extratos e infusdes e analisadas por CLAE-DAD-DC.

A avaliacdo da ocorréncia de epimerizacdo das catequinas foi realizada pela
comparacdo das areas dos picos dos padrdes submetidos aos procedimentos de preparo
de amostras (Secdo 3.8) com as areas dos padrbes que ndo foram submetidos a tais
procedimentos.

Foi possivel constatar que as extracbes com MeOH ndo apresentaram

significativa diminuicdo na quantidade dos padrdes analisados (Figura 21a). No entanto,
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nas preparacoes das infusdes, foi possivel obervar diminuicdo de aproximadamente 10%
da area do pico correspondente a epicatequina e a presenca de picos que eluiram no Vy

do sistema cromatogréfico (Figura 21b) nos dois niveis de concentracdo analisados.
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Figura 21. Cromatogramas dos padrdes de catequina (C) e epicatequina (EC): 50 ug mL™ (linha
tracejada): extragdo com (A) MeOH (linha sélida) e (B) H,O 80°C (linha sélida). [Coluna Chiralcel OD-H
(250 x 4,6 mm), n-Hex/EtOH (75,25, v/v) acidificado com 0,1% de TFA (pH 4), 25°C, DAD (220 nm),
vaz&o 0,5 mL min™].
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As catequinas, individualmente, podem sofrer epimerizacdo no C-2 em
solucdes alcalinas ou neutras na presenca de luz ou em temperaturas acima de 40°C
(KENEDY et al., 1984, Figura 22). As catequinas na forma 2,3-cis epimerizam mais
facilmente que seus diasteredbmeros na forma 2,3-trans. Tal fato se deve,
provavelmente, a diferenca na estereoquimica: a forma trans, em geral, &€ mais estavel
do que a forma cis (SUZUKI at al., 2003; ITO et al., 2003; STACH; SCHMITZ, 2001;
CHEN et al., 2001; WANG; HELLIWELL, 2000; WANG; HELLIWELL; YOU, 1999;
DELCOUR; FERREIRA; ROUX, 1983; KIATGRAJAI et al., 1982; ANIRUDHAN;
MATHIESON; WHALLEY, 1966; ANIRUDHAN; MATHIESON; WHALLEY, 1964;
MEHTA; WHALLEY; 1963; FREUDENBERG, 1957;).

Inversdoda configuragio do C-2

catequina

ent-epicatequina

Figura 22. Epimerizag8o da catequina em ent-epicatequina em solugdo com pH > 6 a alta temperatura (T
> 50°C) na presenca de oxigénio.
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Embora a epimerizagdo das catequinas seja mais lenta em solucdes acidas, a
temperaturas acima de 40°C podem provocar degradagdo ou polimerizacdo das mesmas
(CHEN et al., 2001; WANG; ZHOU; JIANG, 2008). Além disso, metais podem
catalizar a degradacdo de catequinas em meio aquoso (OSZMIANSKI et al., 1996).

No preparo das infusbes foi utilizado H,O filtrada, simulando o preparo
popular, que pode conter metais. Portanto, os picos observados no Vo do cromatograma
da Figura 21b podem pertencer a produtos de degradacdo da epicatequina, formados
devido a alta temperatura da H,O utilizada.

No entanto, ndo foi detectada a presenca da ent-epicatequina.

As catequinas sdo formadas pela ciclizagdo de uma chalcona mediada pela
enzima CFl (GRISEBACH, 1973). O C-2’do anel A da chalcona sofre um ataque

nucleofilico da hidroxila e leva a formagdo da (S)-naringenina (Figura 23, DEWICK,
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Figura 23. Biossintese da catequiana e epicatequina a partir da estereoespecificidade enzimatica na
ciclizacdo da chalcona. CFI: Chalcona Flavanona Isomerase; NADPH: Nicotinamida Adenina
Dinucleotidio Fosfato (reduzido); ANS: Antocianidina Sintase; ANR: Antocianidina Redutase.
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Durante a maturacdo de folhas e frutos de espécies vegetais pode ocorrer a
abertura do anel C da naringenina e posteriormente um fechamento ndo enzimatico,
podendo ocasionar a formacdo de racemato de naringenina e com issO causar a
formagdo dos enantidmeros ent-catequina e ent-epicatequina, incomuns na natureza
(Figura 24, GAFFIELD et al., 1975).

Os resultados indicaram que a ent-epicatequina ndo € um artefato. Ndo esta
relacionada com a ocorréncia da epimerizacdo da catequina nos processos de extracdo e
clean-up, pois ndo foi possivel detectar sua presenca nos ensaios realizados com
padrdes de catequina e epicatequina.

Portanto, € possivel propor que espécies vegetais adultas do género Byrsonima
possuam ent-epicatequina em suas folhas. Tal fato ndo é reportado na literatura, porém a
presencga de proantocianidinas com unidades de ent-epicatequina isoladas das cascas de
Byrsonima crassifolia (GEISS et al., 1995) e de um derivado metoxilado da ent-
epicatequina isolado do caule de B. microphylla (AGUIAR; DAVID; DAVID, 2005)

evidenciam possivel incidéncia desse diasterebmero no género.
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Figura 24. Biossintese da naringenina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi desenvolvido método para a determinagdo direta de
catequina, ent-catequina, epicatequina e ent-epicatequina, em extratos e infusdes das
folhas das espécies Byrsonima basiloba, B. cocolobifolia, B. crassa, B. intermedia e B.
verbascifolia por CLAE-DAD-DC com a coluna quiral Chiralcel OD-H e n-Hex/EtOH
(75:25, v/v) acificado com 0,1% de TFA como fase mdvel.

Para obter fragOes de catequinas livres de interferentes, foram avaliados 3 tipos
diferentes de cartuchos de extracdo em fase sélida: fase normal (silica), fase reversa
(Ci8) e fase reversa polimérica. O cartucho que apresentou melhor seletividade e
melhores resultados de recuperacdo, para extratos e infusdes, foi o cartucho de Cyg
Strata Phenomenex.

Deve-se destacar a seletividade do sistema CLAE-DAD-DC que,
independentemente das varia¢bes dos tg, permitiu identificar inequivocadamente 0s
enantiomeros da catequina e epicatequina em matrizes complexas como extratos
vegetais.

No ambito de determinacdes de principios ativos em extratos vegetais, 0 metodo
desenvolvido apresentou boa sensibilidade nas condicBes aplicadas, com limites de
deteccdo e quantificacdo (0,77 - 0,42 ug mL™ e 2,32 - 1,27 pug mL™) satisfatérios para
as concentragdes encontradas nas matrizes analisadas.

Além disso, bons resultados foram obtidos com relacdo a precisdo, com valores
de DPR na faixa de 0,3 a 3,8% para repetibilidade (intra-dia) e 2,0 a 4,8% para a
precisdo intermediria (inter-dia).

A exatiddo do método foi determinada por testes de recuperacdo, cujos valores
ficaram compreendidos na faixa de 75,0 a 110,2% nos EMeOH e 70,0 a 89,5% nas
infusBes. Na maioria das aplicacdes foi possivel obter recuparacGes acima de 80%.
Tendo em vista as recomendagdes da ANVISA, esses valores evidenciam boa exatiddo
do método empregado.

A aplicacdo do método foi realizada em dois tipos diferentes de preparos,
extracdo com MeOH e infusdo, em cinco espécies do género Byrsonima.

As folhas de B. verbascifolia apresentaram maior quantidade de catequinas
quando comparada com as demais espécies, seguida por B. basiloba, B. crassa e B.
intermedia. Porém, nas folhas de B. coccolobifolia ndo foi possivel detectar a presenca

de catequinas.
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Os procedimentos de extracdo e clean-up empregados no método néao
provocaram epimerizacdo das catequinas. Os experimentos mostraram que a ent-
epicatequina presente nas folhas de espécies de Byrsonima néo é artefato.

Como comprovado ha décadas, enantidmeros podem apresentar diferengas em
suas propriedades farmacologicas, farmacocinéticas ou tdxicas. A ingestdo de
medicamentos ou fitomedicamentos sem o conhecimento completo da composicao
quimica pode provocar graves danos a saude e inclusive ocasionar a morte.

Embora a legislacdo brasileira tenha evoluido quanto ao controle de qualidade
de fitoterdpicos, a avaliagdo da composicdo quiral de fitomedicamentos torna-se
necessaria.

Outro fator relevante quanto a presenca de misturas racémicas ou excesso
enantiomérico de substancias naturais em plantas medicinais é a idade da espécie
vegetal. Assim como na agricultura de cana-de-acUcar e laranja, estudos sobre o periodo
mais adequado para a coleta das partes vegetais utilizadas em preparos julgam-se
pertinentes, tanto para a obtencdo de maior quantidade de principio ativo quanto para
garantir a composicao enantiomérica de substancias naturais quirais.

A CLAE-DAD-DC é uma ferramenta eficiente para analises de substancias
quirais em extratos vegetais, sendo uma possivel alternativa para a aplicagédo no controle
de qualidade de fitoterapicos.

Os resultados aqui apresentados contribuem para o conhecimento da
composicdo quimica de especies vegetais da flora brasileira, auxiliando para criagdo de
politicas mais rigorosas que possam garantir a qualidade de fitoterapicos no Brasil.

Como perspectivas futuras, propdem-se a analise dos sistemas enzimaticos
envolvidos na biossintese das catequinas nas plantas do género Byrsonima (protedbmica)
e, com isso, obter propostas solidas e confidveis sobre a incidéncia da ent-epicatequina
nas folhas dessas espécies. Sugere-se também, a aplicacdo do método desenvolvido
neste trabalho para avaliar a presenca dos diasterebmeros da catequina em diferentes

estagios de crescimento de espécies vegetais cultivadas de grande interesse comercial.
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ABSTRACT

When catechins are found in plant extracts, they are almost always identified as catechin
and/or epicatechin probably due to stereoselectivity of the enzymes involved in the
biosynthesis of these substances. However, the lack of reports regarding to ent-catechin
as well as ent-epicatechin does not necessarily mean that these compounds have not
been produced. In fact, most of the previous reports used chromatographic conditions
not suitable for such separation. This paper describes a simple and reliable analytical
HPLC-PAD-CD method for simultaneous determination of catechin diastereomers both
in infusions and extracts from the leaves of Byrsonima species. The direct separation of
catechin, ent-catechin, epicatechin and ent-epicatechin was obtained in normal phase by
HPLC-PAD-CD using Chiralcel OD-H as chiral stationary phase and n-hexane/ethanol
with 0.1% of TFA as mobile phase.
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INTRODUCTION
Catechins have received a great deal of attention due to their antioxidative and

antitumoural  activities"#%4>%78,

Catechin, ent-catechin, epicatechin and ent-
epicatechin® (Fig. 1) have different activities in the metabolism of glycogen'® and in
membrane fluidity which are responsible for their pharmacological and toxicological
mechanisms'!. When catechins are found in plant extracts, they are almost always
identified as catechin and/or epicatechin probably due to stereoselectivity of the
enzymes involved in the biosynthesis of these substances™. However, due to significant
differences in the pharmacological activities of catechin and epicatechin enantiomers, it
raises concerns about the purity of these enantiomers, especially in extracts or tea of
medicinal plants consumed by the population. Moreover, it is well known that tea
preparation and storage conditions may lead to different proportions of catechin
stereomers, either due to epimerisation or hydrolysis of gallate derivatives, which are
commonly present™.

In Brazil, plants of the genus Byrsonima (Malpighiaceae) represent a rich source
of catechin and epicatechin derivatives. This genus is used in folk medicine, generally
as tea, for the treatment of gastric ulcers, inflammation, skin infections, fever and
asthma**>'®. They are popularly known as ‘murici-vermelho’ or ‘murici-cascudo’ and
they wildly grow in cerrado lands of Brazil. Byrsonima species have scientifically been
proven to present several pharmacological activities such as antiulceroneict,

18,19,20 |21,22

mutagenic and antimicrobial“=““. Phytochemical investigations on Byrsonima

species revealed the occurrence of catechin and/or epicatechin derivatives*"19202223
Catechin [(2R,3S)-trans-3,3',4',5,7-pentahydroxyflavan)] and epicatechin [(2R,3R)-cis-
3,3',4',5,7-pentahydroxyflavan] are the most common diastereomers found in nature.
The present study describes a simple and reliable analytical HPLC-PAD-CD method for
simultaneous determination of catechin diastereomers in infusions and extracts from the

leaves of Byrsonima species.
(Fig. 1)

EXPERIMENTAL
Plant material
Byrsonima crassa and B. verbascifolia were collected by Cristiano Borges
Pereira and authenticated by Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos from the University of
Tocantins, Palmas, Tocantins state, Brazil. B.basiloba and B. intermedia were collected

by Dr. Luis Fernando R. de Almeida and authenticated by José Clemente Campos from
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the Institute of Biosciences - Unesp, Botucatu, Sdo Paulo state, Brazil. B. cocolobifolia

was collected and authenticated by Dr. Jorge Yoshio Tamashiro from the Institute of

Biology - Unicamp, Campinas, S&o Paulo state, Brazil. Leaves of each Byrsonima

species were collected from adult specimens, shadow dried and stored in darkness at

room temperature. The collection data of Byrsonima species are shown in Table I.
(Table I)

Materials

Trifluoroacetic acid (TFA) and all solvents (methanol, ethanol and 95% n-
hexane) were HPLC grade and purchased from Tedia Company, Inc (Fairfield, OH,
USA). Catechin (Ref. C1251 Lot 036K1604), ent-catechin (Ref. C0567 Lot 066K1088),
epicatechin (Ref. E1753 Lot 026K2611) and ent-epicatechin (Ref. E4018 Lot
100K1673) standards were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Water was purified in-house with a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA, USA).
All solutions prepared for HPLC were filtered through a 0.45um GHP filter (Waters,
Milford, MA, USA) before use.

Instrumentation
The HPLC system used was a JASCO 2000 HPLC (Jasco, Tokyo, Japan)
equipped with PU-2089 Plus pump, a MD-2010 Plus Photodiode Array detector (PAD),
a CD-2095 Plus circular dichroism detector (CD) and an AS-2055 Plus autosampler.
The software EZChrom Elite 3.1.7 was used for control of the analytical system, data

collection and processing.

Chromatographic Conditions

Liquid chromatography was carried out at room temperature using a Chiracel
OD-H column (5 pm, 250 mm x 4.6 mm) protected by a Chiracel OD-H guard column
(5 pm, 10 mm x 4.0 mm), both from Diacel Chemical Ind., Ltd. (West Chester, PA,
USA). The mobile phase consisted of n-hexane/ethanol doped with 0.1% of TFA
(75:25, v/v) in isocratic elution. Flow rate was 0.5 ml min™ and sample injection
volume was 20 pl. Signal was monitored at 220 nm with the PAD and at 280 nm with
the CD detector in order to determine the elution order of the enantiomers. The
chromatographic parameters (Vo, to, k, a, Rs) were calculated according to Snyder et al.*
using PAD.
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Standard solutions
Catechin and epicatechin stock solutions were prepared in n-hexane/ethanol
(1:1, v/v) doped with 0.1% of TFA at the concentration of 999.6 and 993.0 ug ml™,
respectively, taking into account the purity of the standards. These solutions were stored

at 4 °C in darkness.

Sample preparation

Methanolic extract
The dried and powdered leaves of Byrsonima species (1.0 g) were extracted
successively, in an ultrasonic bath, during 30 min with chloroform (to remove lipophilic
compounds) and methanol. Approximately 20.0 mg of each methanolic extract were
dissolved in 1.0 ml of methanol/H,O (2:8, v/v) doped with 2% of acetic acid (pH 4). For
the removal of possible contaminants, each solution was purified by solid phase
extraction (SPE), using Phenomenex Strata Cyg cartridges (500 mg of stationary phase),
previously activated with 5 ml of methanol and equilibrated with 5 ml of Milli-Q water.
Catechins and epicatechins were eluted from cartridges using 5 ml of a mixture of
methanol/H,O (2:8, v/v). The eluted compounds were dried under nitrogen and set to a
final volume of 5 ml of n-hexane/ethanol (1:1, v/v). The samples were then filtered

through a 0.45 um GHP filter and aliquots of 20 pl were directly injected into HPLC.

Infusion
The infusions were prepared using an aqueous extraction procedure which
simulated actual brewing conditions for a cup of tea. A precise known amount of
powder of dried leaves (1.0 g) was steeped at 80°C for 10 min in 10 ml of water. Each
sample was filtered in a paper filter and acidified with 2% of acetic acid (pH 4). For
each sample the final volume was adjusted to 10 ml. For the removal of interferents,
each solution was subjected to the same SPE clean up method used for the methanolic

extracts.

Identification and Quantification
Extracts and infusions from the leaves of Byrsonima species were prepared as
described in the Sample preparation section and analyzed by HPLC-PAD at 220 nm.
Identification of the different compounds was made by comparison of their retention

times (tr), UV and CD spectra with those obtained for pure standards. The amount of



ANEXO - Tese de Doutorado: Daniel Rinaldo 89

the analytes in each sample was determined by measuring the peak areas and comparing
them with those obtained for reference solutions of epicatechin and catechin. Ent-
epicatechin identified in the samples were quantified by using the calibration curve of
its enantiomer, epicatechin, since the response for enantiomers is the same in PAD.
Although the chromatographic method described in this work deals with both catechin
and epicatechin enantiomers, only epicatechin, catechin and ent-epicatechin were found

in Byrsonima species extracts and infusions.

RESULTS AND DISCUSSION
Chiral Separations and Identification of the enantiomers
Four chiral compounds, ent-catechin, catechin, epicatechin and ent-epicatechin

(Fig. 1) were separated in this study using a Chiralcel OD-H column at room
temperature. For the separation of these substances, various proportions of mixtures of
n-hexane with some alcohol (2-propanol, ethanol and t-butanol) with flow rate of 0.5 ml
min™ have been tested. The best results were obtained when using ethanol doped with
0.1% of TFA (Fig. 2). The mixture of n-hexane/ethanol (75: 25, v/v) doped with 0.1%
of TFA (pH 4) showed good resolution between each enantiomeric pair in a shorter
analysis time when compared to the other alcohols tested. The resolution (Rs) obtained
for epicatechin and ent-epicatechin was 5.0 while 0.80 was obtained for ent-catechin
and catechin (Table I1).

(Fig. 2)

(Table I1)

Several methods for the separation of catechin and epicatechin enantiomers

22262128 a5 well as chiral HPLC with

using chiral capillary electrophoresis
electrochemical, fluorescence and PAD detectors have been reported®*°*3. The method
described here presented resolution for both catechin and epicatechin antipodes similar
to those cited above, however the main advantages of the present method are the use of
a CD detector coupled with the HPLC-PAD system and the simultaneous detection of
the four catechin diastereomers in the same chromatographic run. HPLC-PAD-CD
coupling gives higher sureness regarding the identification of these compounds in
complex mixtures, such as plant extracts.

The catechin diastereomers were identified by analyzing their UV and CD

spectra. The catechin derivatives have two aromatic chromophores: the benzenoid rings
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A (A-ring) and B (B-ring), with bands of absorption around 280 nm and 240 nm,
respectively. CD data indicate that 2R and 2S absolute configurations give rise to
negative and positive Cotton Effects (CE), respectively, for the chromophore A (‘L
transition)®**23, For the 'L, transition (chromophore B), negative and positive CEs
characterize absolute configurations 3S and 3R, respectively. Additionally, regarding to
catechin, these effects are observed at 227 nm when the experiment is carried out in
methanol®** (Fig. 3). Therefore, it was possible to establish the elution order of catechin
and epicatechin enantiomers in the tested conditions as: 1 — ent-catechin (tg = 13.0 min),
2 — catechin (tr = 14.1 min), 3 — epicatechin (tzr = 22.0 min) and 4 — ent-epicatechin (tr
= 40.2 min) (Fig. 3).
(Fig. 3)

Parameters evaluated
Linearity and sensitivity
The linearity to the PAD was investigated at the wavelength of 220 nm for both

catechin (C) and epicatechin (EC) by selecting the ranges of calibration according to the
amount of these analytes in the investigated samples. The experimental results of the
curves were submitted to Huber Test for rejection of those anomalous; by using k = 2,
there was a need for rejection of the values 3 for catechin and 3 values for epicatechin,
and the correlation coefficients (r?) were within 0.992 and 0.995, respectively. The
limits of detection (LOD - 0.77 for C and 0.42 for EC) and quantification (LOQ — 2.32
for C and 1.27 for EC) were calculated according to Eurachem. The linear ranges were
within 2.32-100.0 and 1.27-100.0 pg ml™ for catechin and epicatechin, respectively.
Five injections were made for each solution and the peak area (response, y) of each
analyte was plotted against its concentration (c) in pg ml™ in order to obtain the
calibration curve with seven data points (1, 2, 5, 10, 20, 50 and 100 pg to C and EC/ml;
y =392872.04176¢c + 66099.56619 for C and y = 372426.3894¢ — 1917.03676 for EC).

Selectivity
Selectivity was evaluated by comparing the retention time (tr) of each standard
reference compound with that of the peaks obtained by analyzing real extracts and
infusions from Byrsonima species; further confirmations of the peaks identity were
provided by spiking experiments (Fig. 4) and comparison with UV and CD spectra

recorded. The difference in the retention time of ent-EC in Byrsonima basiloba
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compared to the other species is probably due to the matrix effect. The UV and CD

spectra were obtained at the range of 200-400 nm and 220-420 nm, respectively.

Repeatability
Inter-day and intra-day precision of retention times were determined by ten

injections of the methanolic extracts of each species spiked with 20 ug ml™ of catechin,
epicatechin and ent-epicatechin. The intra-day precision was evaluated for three
different days. The results were within 0.3 and 3.8 % for the intra-day experiment and

within 2.0 and 4.8 % for the inter-day one.

Accuracy and precision

The accuracy of the method was investigated by recovery studies. Samples of
powdered Byrsonima species (1.0 g) were spiked with aliquots containing 10 pl, 250 pl
and 500 pl of the standard solution and subjected to the extraction procedure as
described in the Sample preparation section. The total amount of the analytes was
determined and compared with those obtained by analyzing blank samples in order to
evaluate the recovery percentage. The recovery was ranged within 70.0-110.2% with
precision lower than 4.2 (Table I11).

(Table 111)

Analysis methanolic extracts and infusions of Byrsonima species

Methanolic extracts and infusions from the leaves of five Byrsonima species
were analyzed (Fig. 4). Only in B. coccolobifolia species it was not possible to observe
the presence of catechins and epicatechins. Nevertheless, in the other four species
analyzed, it was possible to observe that the methanolic extracts showed higher amounts
of catechins than infusions per gram of leaves. B. verbascifolia showed higher
concentration of catechin diastereomers followed by B. basiloba, B. crassa and B.
intermedia (Table V).

An interesting result was the presence of ent-epicatechin in leaves of four
Byrsonima species since such substance is uncommon in nature.

(Table 1V)

(Fig. 4)
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Preservation of catechins from epimerisation during extraction

Individual catechins undergo C-2 epimerisation at high temperatures. Catechins
with 2R,3R configuration, i.e. 2,3-cis form, give higher levels of conversion to their
corresponding epimer than do catechins with 2R,3S configuration, i.e. 2,3-trans form.
This is thought to be due to the difference in the stereochemistry: trans-forms, in

13,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46. ThUS, the Optimized

general, are more stable than cis-forms
extraction conditions (Sample preparation section) were tested on catechin and
epicatechin standards.

The extraction with methanol did not show any decrease in the amount of
each standard analyzed. However, the preparation of infusions showed a decrease in the
concentration of epicatechin, followed by the detection of little amount of substances
eluted in the dead volume of chiral column. This finding is in accordance with the data
previously reported by Ito and collaborators wherein degradation of catechins in green
tea preparations was observed both after heat-treatment and storage while almost no
epimerisation was reported for samples not submitted to thermal treatment2,

The aim of this test was to verify the authenticity of the qualitative data analysis
since the results showed the presence of the unusual compound ent-epicatechin in the
leaves of Byrsonima species. Therefore, the results indicated that the ent-epicatechin is
not an artifact because extraction with methanol did not result in epimerisation of the
standards tested. Additionally, although the use of TFA during chromatography could
have induced epimerisation, it was not observed for the standards tested as well. This
result is in accordance with the identification of an ent-epicatechin dimer isolated from

Byrsonima crassifolia species®.

CONCLUSION

This work describes a direct separation of catechin, ent-catechin, epicatechin
and ent-epicatechin obtained in normal phase HPLC mode using PAD and CD as
detectors, Chiralcel OD-H as chiral stationary phase and n-hexane/ethanol with 0.1% of
TFA as mobile phase. The method is sensitive enough for the analysis of the four
catechin diastereomers, with limits of quantification according to the Eurachem and
ANVISA (Brazil) Legislation. Good levels of accuracy and precision were obtained for
catechin and epicatechin. Also, good results were obtained with respect to repeatability
(relative standard deviation - RSD < 4.8%) and recovery (70.0-110.2%). The method
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was applied to five Byrsonima species in two different types of matrices, methanolic
extract and infusion. In the leaves of B. coccolobifolia species it was not possible to
observe the presence of catechins and epicatechins. The B. verbascifolia species showed
the highest concentration of catechin diastereomers when compared to the other
Byrsonima species (Table 1V). The method was successfully applied to the analysis of
catechin diastereomers from the leaves of Byrsonima species. The optimized procedure
could also be employed for the separation of catechin diastereomers in other plant
extracts or teas. Over the last several decades a number of methods and techniques have
been developed for the analysis of chiral compounds by scientific researchers from a
number of disciplines. The direct chromatographic approach has dominated this field of
investigation with resolution being achieved through chiral polymer phases of
oligosaccharides and their derivatives, especially in natural products. Indirect
derivatization methods have been very limited and mostly observational*’. Obviously,
the concern in the study of enantiomers in drugs or phytodrugs has been increased,
especially after the tragic case of thalidomide. Further studies are in progress to extend
the application of the developed methodology to determine the enantiomeric purity of
other chiral compounds in plant extracts.
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TABLE I. Collection data of Byrsonima species

Species Local Date Voucher specimens
(City-State) (month/year)

B. basiloba Pratania-SP 12/2005 24163 (BOTU)?

B. cocolobifolia Itirapina-SP 02/2006 1397 (UEC)®

B. crassa Porto Nacional-TO  12/2005 6398 (HUTO)*

B. intermedia Pratania-SP 01/2006 24164 (BOTU)?

B. verbascifolia Porto Nacional-TO  12/2007

481 (HUTO)®

% Herbarium of Sdo Paulo State University
Y Herbarium of Sio Paulo State University of Campinas
® Herbarium of the University of Tocantins
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TABLE I1. Chiral separations of catechin and epicatechin enantiomers on the Chiralcel OD-H® column

Mobile Phase  Catechin Epicatechin

ka® k2 a2 Ra2® k' ke a3’ Rad
n-Hex/t-BuOH®  1.74 221 127 0.6 525 750 143 13
n-Hex/EtOH* 1.46 167 114 0.8 316 6.61 209 5.0
n-Hex/2-PrOH®  2.50 282 113 0.8 526 109 207 5.2

2k is the retention factor for Vy = 2,64 mL and t, = 5,28 min; o is separation factor; R; is resolution factor.
b n-Hex/t-BuOH: n-hexane/t-butanol (60:40,v/v) doped with 0.1% of TFA;

° n-Hex/EtOH: n-hexane/ethanol (75:25, v/v) doped with 0.1% of TFA (pH 4);
% n-Hex/2-PrOH: n-hexane/2-propanol (75:25, v/v) doped with 0.1% of TFA.
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TABLE I11. Accuracy data (recovery) for catechin and epicatechin standards (n=5).

Analyte Recovery + RSD%
Methanolic extract Infusion
Catechin Epicatechin Catechin Epicatechin
B. basiloba 88.6 + 1.0 83.7+0.7 80.1+0.8 70.6 + 1.0
B. cocolobifolia  85.9+0.8 80.0+0.5 81.0+2.4 743+1.2
B. crassa 89.2+4.2 100.7+2.3 83.8+35 83.5+1.3
B. intermedia 81.0+0.6 789+ 1.1 83.2+35 733+4.1

B. verbascifolia  110.2+1.2 75.0+0.3 85.6 £0.9 70.0+3.3
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TABLE IV. Content of methanolic extratcs and infusions of leaves of Byrsonima species.
Byrsonima Analytes (pug g™)* + RSD%
species Methanolic extract Infusion

c’ ent-EC°  EC’ o ent-EC° EC’

B. basiloba 3610.2+03 377.9+0.8 1936%+0.1 22139%+06 1621+09 2521+0.1
B. coccolobifolia ~ ND° ND* ND* ND® ND* ND*
B. crassa 1279.0+05 322.1+0.3 2242+02 1139.1+0.9 371.2+02 4716%05
B. intermedia 519.9+0.8  197.2+09 193.8+04 4258+03  207.0+0.3 197.9+06
B. verbascifolia ~ 4277.8+0.9 7259+0.7 1483+0.1 2370.8+0.6 3748+02 <LOQ"

& The concentration data of analytes were shown as means (n=5) in g of analytes per g of leaves;

b C: catechin; EC: epicatechin;
° ND: Not detected;
¢ Lower Limit of Detection (LOQ).
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Fig. 1. Chemical structures of catechin and epicatechin enantiomers.
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Fig. 2. Chromatograms showing the separation of catechin (C) and epicatechin (EC) enantiomers under
different conditions; monitored at 220 nm with PDA using Chiralcel OD-H column with flow rate of 0.5
ml min™.
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Fig. 3. Chromatogram showing the separation of catechin (C) and epicatechin (EC) enantiomers
monitored with CD detector at 280 nm and their CD spectra in n-hexane/ethanol (75:25, v/v) doped with

0.1% of TFA (pH 4) on the Chiralcel OD-H column with flow rate of 0.5 ml min™.
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Fig. 4. Chromatograms of the methanolic extracts (solid line) and infusions (dashed line) from the leaves
of Byrsonima species (A) and chromatograms of the methanolic extracts spiked with 20 ug ml™ of C, EC
and ent-EC (B); isocratic elution using n-hexane/ethanol (75:25, v/v) doped with 0.1% of TFA (pH 4) on
the Chiralcel OD-H column, with flow rate of 0.5 ml min™, monitored at 220 nm using PAD. C: catechin,
EC: epicatechin; ent-EC: ent-epicatechin.
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