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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi a investigacdo da composicdo quimica de plantas do
Cerrado, aplicando técnicas que permitam uma analise quali e quantitativa rapida e eficaz. As
espécies estudadas neste projeto foram Miconia rubiginosa e Miconia stenostachya,
pertencentes a familia Melastomataceae. As espécies foram coletadas no Estado de Séo Paulo
e os infusos foram preparados e particionados com acetato de etila e agua. A fracao acetato de
etila da M. rubiginosa foi fracionada por Cromatografia em Contracorrente de Alta
Velocidade (HSCCC), sendo isolados os compostos (-)-(2R,3R)-epicatequina (Mrl),
casuarictina (Mr2), canferol-3-O-g-galactopiranosideo (Mr3) e schizandrisideo (Mr4). A
fracdo acetato de etila da M. stenostachya foi fracionada por cromatografia de permeagéo em
gel utilizando Sephadex LH-20, que possibilitou o isolamento da (+)-(2R,3S)-4'-O-
metilgalocatequina (Ms1), (-)-(2R,3R)-4’-O-metilepigalocatequina (Ms2), miricetina-3-O-a-
rhamnopiranosideo (Ms3) e (-)-(2R,3R)-epicatequina (Ms4). Foram desenvolvidos métodos
de separacdo dos enantibmeros da naringenina e catequinas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a detectores de Dicroismo Circular e Arranjo de Diodos (HPLC-CD-
DAD). Os métodos desenvolvidos forneceram separacao adequada com boa resolugdo. Foram
obtidos os espectros de dicroismo circular (CD) de todas as substancias isoladas, permitindo a
identificacdo dos enantidmeros. Uma metodologia de clean-up foi desenvolvida para a
preparacdo de amostras para analise por cromatografia quiral. O método que utiliza cartucho
de Cis (STRATA Phenomenex®) foi o que apresentou melhor seletividade. O método
desenvolvido no HPLC-CD-DAD permitiu identificar a (-)-(2R,3R)-epicatequina no infuso de
M. rubiginosa. O mesmo método foi aplicado para investigar a espécie Maytenus obtusifolia.
Nessa espécie foram encontrados os estereoisdbmeros (-)-(2R,3R)-epicatequina e (+)-(2R,3S)-

catequina.

Palavras-chave: Miconia, Melastomataceae, HPLC, dicroismo circular, catequinas
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ABSTRACT

The objective of this project was to investigate the chemical composition of Cerrado
plants, using techniques that allow a quick and efficient qualitative and quantitative analysis.
In this project we studied the species Miconia rubiginosa and Miconia stenostachya which
belong to the Melastomataceae family. Miconia species were collected at S&o Paulo State and
water infusions were prepared and partitioned with EtOAc and water. The ethyl acetate
fraction of M. rubiginosa was fractioned by High Speed Countercurrent Chromatography
(HSCCC), and afforded (-)-(2R,3R)-epicatechin (Mr1), casuarictin (Mr2), kaempferol-3-O-4-
galactopyranoside (Mr3), and schizandriside (Mr4). The ethyl acetate fraction of M.
stenostachya was submitted to gel permeation chromatography over Sephadex LH-20, that led
to the isolation of (+)-(2R,3S)-4'-O-methylgallocatechin (Msl), (-)-(2R,3R)-4'-O-
methylepigallocatechin (Ms2), myricetin-3-O-a-rhamnopyranoside (Ms3), and (-)-(2R,3R)-
epicatechin (Ms4). Methods were developed for the enantiomeric separation of naringenin
and catechins by High Performance Liquid Chromatography with Circular Dichroism and
Diode Array Detectors (HPLC-CD-DAD). The developed methods provided good separation
and resolution. CD spectra of all these substances were obtained, allowing the identification
of the enantiomers. A clean-up methodology was developed for the preparation of plant
samples previous to the chiral HPLC analysis. The method using Cig-cartridge (Phenomenex
STRATA®) showed the best selectivity. The method developed using HPLC-CD-DAD
allowed to identify (-)-(2R,3R)-epicatechin in the infusion of M. rubiginosa. The same method
was applied to investigate the commonly used commercial plant Maytenus obtusifolia. In this
specie, we found (-)-(2R,3R)-epicatechin and (+)-(2R,3S)-catechin.

Keywords: Miconia, Melastomataceae, HPLC, circular dichroism, catechins
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INTRODUCAO

As plantas sdo popularmente empregadas no tratamento de moléstias desde a mais
remota antiguidade e sem duvida s@o excelentes fontes de agentes terapéuticos. Uma recente
pesquisa revelou que 61% das drogas introduzidas em todo o mundo foram inspiradas em
produtos naturais (CSEKE et al., 2006). O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje,
elas sdo comercializadas livremente em mercados, feiras livres e sdo consumidas com pouca
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas (MACIEL et al., 2002).

Entretanto, esse uso indiscriminado € muito perigoso, pois a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos é um problema sério de satde publica. As pesquisas realizadas para
a avaliacdo do uso seguro ainda sao incipientes no Brasil e desconhecer as caracteristicas de
um produto de consumo generalizado pode, por uso exagerado ou equivocado, gerar
problemas graves de satde (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; DI STASI, 2007).

Estima-se que dentre as espécies ja identificadas em regides tropicais, somente cerca
de 15% foram estudadas quanto ao seu potencial farmacéutico (CSEKE et al., 2006).

Para garantir a seguranca da populagdo, a Secretaria de Vigilancia Sanitaria estabelece
uma série de requisitos para o registro de um medicamento fitoterdpico. Dentre 0s requisitos
fundamentais estdo o conhecimento da composicdo quimica, quali e quantitativamente, e da
atividade farmacoldgica da planta, a fim de que se possam estabelecer critérios e
metodologias para andlise, controle de qualidade e preparo de formulagdes fitoterdpicas.

Tradicionalmente, o estudo quimico de plantas é realizado utilizando métodos de
isolamento, purificacdo e identificagdo demorados e dispendiosos, tais como cromatografia
em coluna (silica gel, sephadex, entre outros), RMN, UV, IV, entre outros (ROBARDS,
2003). Além disso, essas técnicas ndo permitem determinar a identidade da substancia e sua
concentragdo a0 mesmo tempo.

Portanto, um dos objetivos desse trabalho é a investigacdo da composic¢do quimica de
plantas do Cerrado, aplicando técnicas que permitam uma analise quali e quantitativa rapida e
eficaz. Uma das formas de realizar isso é empregando técnicas hifenadas tais como HPLC-
DAD, HPLC-MS/MS, HPLC-RMN, entre outras, que permitem uma rapida analise da
composicdo  vegetal através dos tempos de retencdo e/ou  propriedades
espectroscopicas/espectrométricas (LI et al., 2010; MAN et al., 2010).

Outro ponto importante quando se discutem os fitoterapicos € o estudo da quiralidade

das substancias naturais. Atualmente, para moléculas sintéticas, a FDA (Food and Drug
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Administration) americana requer a avaliacdo da eficacia e toxicidade individual de cada um
dos enantidmeros, caso a droga possua centros assimétricos (ABOUL-ENEIN; ALI, 2003;
ZHANG et al., 2004). Isso se deve ao fato de que um grande numero de enantibmeros pode
apresentar diferencas em suas propriedades farmacoldgicas, farmacocinéticas ou toxicas. Um
exemplo é o da talidomida, que causou sérias deformidades fisicas em criangas devido as
propriedades teratogénicas do enantibmero (-)-S. Nesse contexto, a determinacdo da
estereoquimica tem sido de valiosa importancia para a quimica de produtos naturais, tendo em
vista que a estrutura de um composto ndo pode ser considerada determinada até que sua
configuracédo absoluta seja conhecida (BARREIROS; DAVID J.M.; DAVID J.P., 2005).

As especies de Miconia tém fornecido substdncias de interesse farmacoldgico,
inclusive quirais, 0 que as torna propicias para o estudo de quiralidade proposto neste
trabalho.

Cerrado

O Brasil possui uma superficie de 8.514.876,6 km?, segundo o IBGE. No ambito dessa
extensdo continental, abrange desde regides equatoriais ao norte até areas extratropicais ao
sul, diferenciadas climatica e geomorfologicamente, com uma extraordinaria diversidade
ecologica. Em territorio brasileiro encontram-se 7 biomas principais: Amazonia, Pantanal,
Caatinga, Mata Atlantica, Costeiros, Campos Sulinos e Cerrado (IBAMA, 2010).

O Cerrado nativo era o segundo maior bioma do Pais, superado apenas pela Floresta
Amazonica. Ocupava uma area superior a 2 milhdes de km? cerca de 23% do territorio
brasileiro (DURIGAN et al., 2004). E cortado por trés das maiores bacias hidrogréficas da
América do Sul, com indices pluviométricos regulares que lhe propiciam sua grande
biodiversidade, com mais de 10.000 espécies de plantas, das quais 4.400 endémicas deste
bioma (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002).

Essa riqueza bioldgica, porém, é seriamente afetada pelo comércio ilegal. O Cerrado é
0 sistema ambiental brasileiro que mais sofreu alteragcdo com a ocupagdo humana. Atualmente
vivem ali cerca de 20 milhdes de pessoas. A intensa atividade garimpeira na regido, por
exemplo, contaminou os rios de mercuario e contribuiu para seu assoreamento. A mineracao

favoreceu o desgaste e a erosdo dos solos. Na economia, também se destaca a agricultura
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mecanizada de soja, milho e algoddo, que comecou a se expandir principalmente a partir da
década de 80. Nos ultimos 30 anos, a pecuaria extensiva, as monoculturas e a abertura de
estradas destruiram boa parte do cerrado (PORTAL BRASIL, 2010).

Atualmente, dos mais de 2 milhGes de km? de vegetacdo nativa de Cerrado restam
apenas 20% e a expansdo da atividade agropecuaria pressiona cada vez mais as areas
remanescentes (Fig. 1). Essa situacdo faz com que a regido seja considerada um hotspot de

biodiversidade e desperte especial atengdo para a conservacao dos seus recursos naturais.

Figura 1. Distribuicdo geogréafica do Cerrado.

A Constituicdo Federal promulgada em 1988 ndo atribuiu ao Cerrado o "status™ de
patriménio nacional, o que poderia assegurar sua utilizacdo dentro de critérios para a
manutencdo de sua preservacdo. Ao contrario, desde o inicio da denominada politica de
expansao agricola, na década de 50, a regido do Cerrado foi citada pelo Governo Federal
como sendo a principal fronteira agricola do pais, ou seja, a vegetacao "feia", "vagabunda™ e
"desprezivel” do Cerrado. Apesar de possuir uma fauna e flora riquissimas, foi
sistematicamente, e legalmente, condenada ao desaparecimento. Recentemente, uma série de
acoes por parte dos legisladores tem buscado amenizar os erros do passado cometidos com
este bioma.

Existem hoje, no estado de S&o Paulo, 280.000 ha cobertos por vegetacdo natural de
Cerrado, dos quais 25.000 ha (menos de 10%) estdo protegidos na forma de Unidades de
Conservacéo (UCs) estaduais, incluindo as Areas de Protecdo Ambiental (APAs). Além das
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UCs e APAs, muitos fragmentos estdo legalmente amparados por se enquadrarem no conceito
de "areas de preservacdo permanente™” ou nos 20% de reserva legal obrigatoria. A diversidade
presente nesses pequenos fragmentos, no entanto, é imensa (IBAMA, 2010).

A continuidade do estudo de espécies pertencentes ao Cerrado, portanto, € de extrema
importancia, com o objetivo de possibilitar um uso sustentavel desse Bioma, evitando a sua
completa extingao.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Contribuir para o aumento do conhecimento sobre a biodiversidade brasileira,
investigando a composicao quimica de espécies vegetais brasileiras, bem como obter dados

que possam auxiliar a compreender suas atividades bioldgicas.

Objetivos Especificos

. Investigar a composi¢do quimica dos infusos de espécies de Miconia de forma rapida e
eficiente;
. Desenvolver métodos cromatograficos para a obtencdo dos perfis dos infusos

das folhas de M. cabucu Hoehne, M. rubiginosa (Bonpl.) DC. e M. stenostachya DC.;
+ Isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios dos infusos de M. rubiginosa
(Bonpl.) DC. e M. stenostachya DC.;

+ Desenvolver métodos que permitam analisar a presenca de compostos oticamente

ativos em extratos vegetais.
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MATERIAIS E METODOS

Solventes

Solventes PA: acetato de etila, acido acético, cloroférmio, metanol, n-butanol, n-
propanol (Synthlab®).

Solventes grau HPLC: metanol, acetonitrila, n-propanol, tert-butanol, n-hexano, etanol
(Mallinckrodt™), 4gua purificada em sistema Milli Q, acido trifluoroacético (TFA) (Riedel-
deHaén), acido formico (Tedia").

Solvente deuterado: DMSO-dg (Aldrich®)

Reagentes para reveladores: anisaldeido (Riedel-deHaén™), &cido sulfdrico
concentrado e acido acético (Quimis®).

Padrbes utilizados: (x)-naringenina 95%, (+)-catequina (10 mg, Ref. C1251, Lote
036K1604, hidrato 98%), (-)-catequina [1 mg, Ref. C0567, Lote 066K1088, 98% (HPLC)],
(+)-epicatequina [1 mg, Ref. E4018, Lote 100K1673, 98% (HPLC)], (-)-epicatequina (10 mg,
Ref. E1753, Lote 026K2611, 90%), todos da Sigma Aldrich®.

Procedimentos Cromatograficos

Nas analises por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foram
utilizadas placas comerciais de silica gel 60 (Sigma Aldrich® e Merck™) sem indicador de
fluorescéncia, de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de adsorvente. O eluente
utilizado foi CHCIl3/MeOH/n-PrOH/H,0 (5:6:1:4 v/v).

Como reveladores para CCDC foram utilizados:

. Luz UV 254-366 nm (Chromatovue™);

. Anisaldeido/H,SO, (WAGNER; BLADT,; ZGAINSKY, 1984): 0,85 mL de
anisaldeido + 85,0 mL de MeOH + 10,0 mL de acido acético + 50 mL de H,SO,
concentrado. Pulveriza-se a placa cromatografica com o revelador e, apds aquecimento, pode-
se observar manchas roxas para terpenos, avermelhadas para saponinas e catequinas, marrom

para taninos e amarelas para flavonoides.

. lodo
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A preparacdo das amostras (clean-up) para tracar o perfil cromatografico por HPLC-
CD-DAD foi feita a partir de 20,0 mg de material vegetal. As amostras foram submetidas a
extracdo em fase solida (SPE) em cartuchos (Supelco®™) de fase reversa (C1g) com 100,0 mg
de adsorvente, ativados com 5,0 mL de MeOH e ambientados com 5,0 mL de H,O. As
infusdes foram eluidas com 5,0 mL de MeOH/H,O 9:1 (v/v), para eliminar substancias
lipofilicas, e secas em ar comprimido. Em seguida, as fracdes foram ressuspendidas em
H,O/MeOH 95:5 (v/v), filtradas em discos de 0,45 um e 0,2 um de poro (Millipore®) e
analisadas por HPLC.

Os testes para desenvolvimento de método para andlise quiral foram realizados
utilizando os cartuchos: fase polimérica Oasis HLB (150 mg, 10 mL, Waters®); fase reversa
Cis (500 mg, 6 mL, Supelco®); fase reversa Strata C1g (500 mg, 6 mL, Phenomenex®). Para a
filtracdo das fragdes e padrdes foi utilizado o microfiltro de polipropileno GHP (25 mm; 0,45
um, Waters®).

O fracionamento por cromatografia em permeacéo em gel foi feito em coluna de vidro
de 80 x 2,0 cm (d.i.), empacotada com Sephadex LH-20 (Pharmacia™). O solvente foi
bombeado na coluna por meio de uma bomba peristéltica (Pharmacia™) modelo P1 18-1110-
91 a um fluxo de 0,5 mL.min™". As fracBes com aproximadamente 5,0 mL foram coletadas em

um coletor automéatico Redifrac (Pharmacia®).

Formulas utilizadas nas analises cromatograficas qualitativas e quantitativas:

¥, =05 X LXd? a= = t, = =
Ky F
(tpo—tp.) tg— ¢
R,=1177 x —B2 R k=22
W, tEw, fo
LD = DBz =3 L'!? — DEg»10
IC IC
DFEx100 , Cr— Cpy
DPR = == %R = x 100

CMD
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V, = volume morto

o. = fator de separacédo

t, = tempo morto

Rs = resolucéo

k = fator de retengéo

L = comprimento da coluna

d = didmetro da coluna

F = vazéo da fase movel

WY2 = largura do pico a meia altura

LD = limite de deteccéo

LQ = limite de quantificacdo

DPa = desvio padrdo do intercepto como eixo y de 3 curvas analiticas
IC = inclinacdo da curva analitica

DPR = desvio padrdo relativo

DP = desvio padrao

CMD = concentracdo média determinada

%R = porcentagem do padréo recuperado

C¢ = concentragédo do analito fortificado com padrédo

Cnt = concentracdo do analito ndo fortificado com padrao
Cpd = concentragdo do padrdo usado para fortificar a amostra

Equipamentos

A secagem do extrato foi efetuada em evaporador rotativo modelo TE-210 marca
TECNAL, equipado com bomba a vacuo modelo TE-058 TECNAL.

Utilizou-se centrifuga da marca CELM®, modelo COMBATE, a 2500 RPM na
preparacdo das amostras para analise em Sephadex LH-20 e HSCCC.

A massa dos padrbes foram medidas em uma balanga analitica (Bioprecisa®) com
capacidade de 200 g e precisdo de 0,01 mg, modelo FA2104N. Os volumes foram medidos
em micropipetas de alta precisdo (Gilson®) com faixa de transferéncia de volume
compreendida entre 2 e 1000 x«L, modelos P20, P200 e P1000.

As analises cromatograficas foram realizadas em um HPLC-CD-DAD da marca
Jasco”, equipado com uma bomba de 4 canais modelo PU-2095 plus, injector automatico AS-
2055 plus, com detector PDA modelo MD-2010 plus e detector de dicroismo circular modelo
CD-2095 plus.

Para as analises fitoquimicas foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa Cig
[Luna (2), Phenomenex™] de 250 mm x 4,6 mm x 5 zm de poro com didmetro interno de 100

A, e uma coluna de guarda (Phenomenex™) de 4 mm x 3 mm x 5 um; e uma coluna semi-
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preparativa de fase reversa Cig (Phenomenex®) de 250 mm x 10 mm x 10 zm de poro. Para as
analises quirais foram utilizadas as colunas Chiralcel OD-H, de fase normal, de 250 mm x 4,6
mm x 5 um de poro e uma coluna de guarda (Chiralcel®) 10 x 4 mm, 5zm, Chiralcel OD-RH,
de fase reversa, de 250 mm x 4,6 mm x 5 zm de poro e uma coluna de guarda (Chiralcel®) 10
X 4 mm, 54m e Chiralcel IC, de fase normal, de 250 mm x 4,6 mm x 5 um de poro e uma
coluna de guarda (Chiralcel®) 10 x 4 mm, 5zm.

A técnica de Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade ("HSCCC: High
Speed Counter-Current Chromatography™) foi realizada utilizando o instrumento P.C. Inc.,
Potomac (Buffalo, NY, USA), equipado com uma coluna helicoidal multicamada com duas
bobinas de politetrafluoroetileno de 1,68 mm d.i. de aproximadamente 80,0 mL e 240,0 mL
conectadas em série com uma capacidade total de 320,0 mL. A velocidade foi ajustada para
850 RPM. O fluxo foi controlado com uma bomba Waters 4000 de fluxo constante (Milford,
MA-USA). A amostra foi injetada através de um mddulo de injecdo P.C. Inc. (Buffalo, NY,
USA) com loop de 20,0 mL.

Anédlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (“HPLC: High Performance
Liquid Chromatography”) no modo semipreparativo foram realizadas em um HPLC-UV-
DAD da marca Varian® modelo ProStar 210/330.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram registrados em espectrémetro
Varian, INOVA 500, operando a 300 (7,02 T) e 500 MHz (11,7 T).

As medidas de rotacdo especifica foram obtidas utilizando-se um polarimetro Jasco P-
1020 em celas de quartzo com caminho ético de 1 cm.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no espectrometro
FT/IR — 4100 Jasco, no intervalo de 400 a 4000 cm™, utilizando sélido direto.

Os espectros de massas de alta resolugcdo foram obtidos em um espectrometro LCQ

Fleet Thermo Scientific com ioniza¢do nos modos positivo e negativo por ESI.
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Capitulo 1
Estudo Fitoquimico de Miconia rubiginosa

(Bonpl.) DC. e Miconia stenostachya DC.
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1. INTRODUCAO

1.1 Miconia spp

A familia Melastomataceae apresenta cerca de 4.570 espécies distribuidas pelas
regides tropicais e subtropicais de todo o globo (GOLDENBERG, 2004). O género Miconia é
0 mais representativo, possuindo aproximadamente 1.000 espécies, distribuidas ao longo da
América tropical (MARTINS et al., 1996), desde o sul do México até o norte da Argentina e
Uruguai.

Levantamento bibliografico da fitoquimica e propriedades bioldgicas da familia, até
janeiro de 2007, pode ser encontrado em Rodrigues (2007). Nas tabelas 1 e 2 é mostrado o

levantamento até dezembro de 2010.

Tabela 1. Propriedades bioldgicas de espécies da familia Melastomataceae.

Espécie Atividade biol6gica Referéncia
Dissotis brazzae Cogn. Antimalarica OMULOKOLI et al., 1997
Leandra lacunosa Cogn. Hipoglicémica CUNHA et al., 2008
?ﬁg;‘:ﬂe"a fascicularis (Sw.) Antitumoral CALDERON et al., 2002

. o o DEVEHAT et al., 2002
Melastoma malabathricum L. Antiviral; antioxidante; citotdxica SUSANTI et al., 2007
Miconia albicans (Sw.) Steud. Antimicrobiana CELOTTO etal., 2003
Miconia fallax DC. Analgésica 'ZA‘O%IZDRADE eSiLVAetal,
2’)'('%)2'& lepidota Schrank & Mart. Antitumoral, citotoxica GUNATILAKA et al., 2001
Miconia ligustroides (DC.) Naudin Tripanocida CUNHA et al., 2006

e Miconia sellowiana Naudin

Miconia myriantha Benth. Antimicrobiana Ll etal., 2001

CELOTTO etal., 2003;

Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. Antimicrobiana; analgésica SPESSOTO et al., 2003

Mouriri elliptica Martius Mutagénica SANTOS et al., 2008
SANTOS et al., 2008;

Mouriri pusa Gardner Mutagénica; antiulcerogénica VASCONCELOS et al.,
2008; 2010

Tibouchina semidecandra L. Antioxidante SIRAT et al., 2010
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Tabela 2. Metabélitos isolados de espécies da familia Melastomataceae.
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Espécie Substancias isoladas Classe Referéncias
Bredia tuberculata Taninos
. . . Brediatina A e B; taninos monoméricos e diméricos o YOSHIDA et
(Guillaumin) Diels hidrolisaveis al., 1994
Henrietella & 5,7-triidroxi-6,8-dimetilisoflavona; 4cido (2E,65)-6-[(1R,52,3a5,9R,10Z, &cido Flavondides, CALDERON
fascicularis (Sw.) Triana sesterterpentico; acido betulinico; acido palmitico; f#sitosterol; liquexantona; (-)- terpenos e derivados etal., 2002;
pinoresinol; taxifilina e acido 3,3-di-O-metilelégico-4--D-glc do &cido elagico 2003
Huberia carvalhoi
Apigenina; apigenina-7-O-glc; quercetina-3-O-glc Flavonoides MIMURA et
Baumgratz al., 2004
Huberia consimilis Apigenina; apigenina-7-O-glc Flavondides MIMURA et
Baumgratz al., 2004
Huberia espiritosantensis Apigenina; kaempferol; kaempferol-3-O-(gal-xyl); kaempferol-3-O-(glc-rha); - MIMURA et
Baumgratz quercetina-3-O-glc; quercetina-3-O-rha-glc Flavondides al., 2004
Huberia glazioviana Apigenina; apigenina-C-glc; apigenina-7-O-glc; apigenina-7-O-glc-rha; luteolina-7-O- - MIMURA et
Cogn. glc; quercetina-3-O-gal; quercetina-3-O-glc; quercetina-3-O-rha-glc Flavondides al., 2004
Apigenina; kaempferol-3-O-(gal-xyl); kaempferol-3-O-(glc-rha); quercetina-3-O-gal; MIMURA et
Huberia minor Cogn. quercetina-3-O-glc; quercetina-3-O-rha-glc Flavondides al., 2004
Apigenina; luteolina; quercetina; quercetina-3-O-ara; quercetina-3-O-glc; quercetina-3- MIMURA et
Huberia nettoana Brade Flavonoides
O-rha-glc al., 2004
Huberia ovalifolia DC Apigenina; apigenina-7-O-(glc-rha); luteolina; kaempferol-3-O-glc; quercetina-3-O-glc; Flavonbides MIMURA et
' quercetina-3-O-glc-glc; quercetina-3-O-rha-glc al., 2004
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Tabela 2. Metabdlitos isolados de espécies da familia Melastomataceae (cont.)
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Espécie Substancias isoladas Classe Referéncias
. . Apigenina; luteolina; kaempferol; kaempferol-3-O-ara; kaempferol-3-O-glc; quercetina- . MIMURA et
Huberia semiserrata DC. i K i Flavonoides
3-O-ara; quercetina-3-O-gal; quercetina-3-O-glc; quercetina-3-O-rha-glc al., 2004
. . . . Flavondides e CUNHA et al.,
Leandra lacunosa Cogn. Acido ursdlico; kaempferol; luteolina; quercetina
terpenos 2008
Malabatrina B, C e D; isoquercitrina-6”-O-galato; 1,4,6-tri-O-galoil-j#D-glc; 1,2,4,6- YOSHIDA et
Melastoma tetra-O-galoil-##+D-glc; estricnina; casuarictina; pedunculagina; nobotanino D; Flavonoides e al., 1992;
malabathricum L. pterocarinina; nobotanino B, G, H e J ; naringenina; kaempferol; kaempferol-3-O-D-glc; taninos hidrolisaveis SUSANTI et
kaempferol-3-O-(2”,6”-di-O-p-trans-cum)glc; kaempferol-3-O-D-glc al., 2007
Miconia lepidota Schrank ) ) ) ) ) ) . GUNATILAK
2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona; 2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona Benzoquinonas
& Mart. ex DC. Acetal., 2001
Miconia ligustroides o o . . . . CUNHA et al.,
. Acido urjnélico; &cido oleandlico; &cido ursélico Terpenos
(DC.) Naudin 2006
Miconia myriantha Matucinol-7-O-[4",6"-O-(S)-hexaidroxifenoil]-#D-glc; matucinol-7-O-[4",6"-di-O- Compostos Ll etal. 2001
etal,
Benth. galoil]-f+D-glc fenolicos
Miconia sellowiana | CUNHA et al.,
. Acido ursélico; 4cido 2e-hidroxiursolico; acido maslico Terpenos
Naudin 2006
ZHANG et al.,
Miconia trailii Cogn. Miconiosideo A e B Flavonodides

2003
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Tabela 2. Metabdlitos isolados de espécies da familia Melastomataceae (cont.)
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Espécie Substancias isoladas Classe Referéncias
Acido 4-0-(6'-O-galoil-fglc)-ci srico; 6 -O-galoilprunasi iso i ISAZA etal.,
Monochaetum cido 4-O-(6'-O-galoil-j*glc)-cis-p-cumarico; 6'-O-galoilprunasina (ou o isomero Taninos 2001
multiflorum (Bompl.) sambunigrina); benzil 6 -O-galoil-##*D-glc; monocaetina; trifolina; hiperina; quercetina-  hidrolisaveis e VOSHIDA et
. -, e
Naudin 3-(6'-O-cafeoil)-f#D-gal; isoquercitrina; melastoflorinas A-D flavonoides al.. 2005
o . Kaempferol-3-O--gal; kaempferol-3-O-p-glc; kaempferol-3-O-p-rha; quercetina-3-O- N SANTOS et
Mouriri elliptica Martius . . Flavonoides
p-gal; quercetina-3-O-f-xyl; quercetina-3-O-a-rha al., 2008
Kaempferol-3-O-$-gal; kempferol-3-O--glc; quercetina-3-O-p-glc-rha; kaempferol-3-
o O-p-rha; quercetina-3-O-$-gal; quercetina-3-O-A-xyl; quercetina-3-O-p-ara(p); B SANTOS et
Mouriri pusa Gardner . o . . Flavonoides
quercetina-3-O-a-ara(f); miricetina-3-O-4-gal; quercetina-3-O-a-rha; querceting; al., 2008
kaempferol
Tibouchina multiflora - YOSHIDA et
Nobotaninos O e P Taninos
Cogn. hidrolisaveis al., 1999
. . . . . . . Antocianidinas, HARBORNE,
Tibouchina semidecandra  Malvidina-3-(p-cum-glc)-5-glc; quercetina; quercetina-3-O-a-L-(2"-O-acetil)ara(f); B
) ) o . o . flavondides e 1964; SIRAT
L. avicularina; quercitrina; acido 3,3 -O-dimetilelagico-4-O-a-L-rha . S
taninos hidrolisaveis et al., 2010
Tibouchina urvilleana . . o TERAHARA
Malvidina-3-(p-cum-glc)-5-acetilxyl Antocianidinas
(DC.) Cogn. etal., 1993
Trembleya laniflora (D. o . . . . Flavonoides e VENTURA et
5-hidroxi-7,4"-dimetdxiflavona; a-amirina; f-amirina; lupeol; p-sitosterol; estigmasterol
Don) Cogn. terpenos al., 2007
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A partir das informacdes apresentadas na Tabela 2 pode-se verificar uma variedade de
classes de metabdlitos secundarios presentes nas espécies investigadas. Algumas substancias,
como os derivados de taninos hidrolisaveis e flavonoides, parecem ser comuns nestas
espécies, enquanto que outras classes, como 0s terpenos e quinonas, ocorrem raramente.

As espécies Miconia cabucu e Miconia rubiginosa estdo sendo estudadas por nosso
grupo de pesquisa desde 2005. Dessas espécies foram isolados flavonoides O-glicosilados,
acido galico, epicatequina e um biflavonoide (RODRIGUES et al., 2007), um tanino
hidrolisavel e uma lignana (Fig. 2 e 3). A espécie Miconia stenostachya foi estudada no
presente trabalho e foram isolados flavonoides (Fig. 3).
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R R, R, R R R,
(MC1) Rha-(2"—1"")-Xyl;  OH; H (MR1) Rha; OH; H
(MC4) Rha-(2"—1"")-Xyl; OH; OH (MR2)  Ara(f); OH; H
(MC5) Rha; OH; H (MR3) a-Ara(p); OH; H
(MC6) Rha; OH; OH (MR4)  p-Ara(p); OH,; H
(MC7)  Glc; OH; H (MR7)  Gal; OH; H
(MC8)  Glc-(6"-cum) H; H (MR8)  Gal-(4"—1"")-Rhg; H; H
H,CO
OH
HO o
7
HO oH 'OH
ol MC2 / MR6 MR5

Figura 2. Substancias isoladas das espécies de Miconia (RODRIGUES et al., 2007).
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Figura 3. Substancias isoladas das espécies de Miconia neste trabalho.
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Nos ensaios farmacoldgicos anteriormente realizados, observou-se que o0 extrato
metanolico de M. rubiginosa apresentou atividade promissora contra Mycobacterium
tuberculosis (RODRIGUES, 2007). Ambas as espécies, M. cabucu e M. rubiginosa,
apresentaram atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos, sendo que o resultado
mais significativo foi obtido no teste do extrato cloroférmico de M. cabucu na inibi¢do do
fungo Candida albicans (RODRIGUES et al., 2008).

Neste trabalho continuamos o estudo quimico das espécies Miconia cabucu e Miconia
rubiginosa e iniciamos o estudo da espécie Miconia stenostachya, dando enfoque no
isolamento e identificacdo das substancias quirais presentes nestas espécies.

Miconia cabucu Hoehne é encontrada na Mata Atlantica, nos Estados de S&o Paulo,
Parand e Santa Catarina. Sdo arvores possuindo de 5 a 12 metros de altura, folhas ovais e
flores pentdmeras ou hexameras (BASE DE DADOS TROPICAL, 2005).

Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. é comumente encontrada nos cerrados brasileiros,
nos estados de Mato Grosso, Goiés, Bahia, Minas Gerais e Sdo Paulo. S&o arbustos com cerca
de 1 metro ou arvoretas com até 5 metros de altura. Possui folhas ovais e flores pentameras
com pétalas brancas (BASE DE DADOS TROPICAL, 2005).

Miconia stenostachya DC. é um arbusto de aproximadamente 1,5 m de altura, com
folhas elipticas (GOLDENBERG, 2004). Existem poucas informacGes sobre a fitoquimica
dessa espécie na literatura. Chan et al. (1992) relataram o isolamento dos triterpenos acido
sumaresinolico e acido 3-epi-sumaresinolico. Do extrato diclorometano foram isolados o
acido ursolico, acido oleandlico, acido sumaresinolico e acido gipsogénico (CUNHA et al.,
2003).

Quanto a atividade bioldgica, esta espécie apresentou atividades tripanocida (CUNHA
et al., 2003) e antimicrobiana (CELOTTO et al., 2003).

1.2 Classes de substancias isoladas neste trabalho

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos polifendlicos mais
importantes e diversificados entre os metabdlitos secundarios de origem vegetal, sendo
conhecidos mais de 5.000 moléculas (PATIL et al, 2009).

Eles sdo caracterizados por apresentar o ndcleo fundamental constituido por quinze

atomos de carbono (duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés 4&tomos de carbono, C6-C3-
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C6). A classificacdo estrutural é mostrada na Figura 4 (PATIL et al., 2009; HAVSTEEN,

2002).
g ‘
[©]

chalconas flavonas flavanonas flavonois

0.
X
= (0]
OH

proantocianidinas antocianinas isoflavondides

Figura 4. Classificacéo estrutural dos flavonoides.

Os flavonoides tém origem biossintética mista, na qual o anel A é derivado de trés
unidades de acetato, enquanto o anel B e os trés atomos de carbono do anel central séo
derivados do &cido cinamico.

Os flavonoides apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana,
anti-inflamatoria, analgésica, anticarcinogénica, antiulcerogénica, entre outras. Diversos
estudos discutem a relagéo das atividades apresentadas pelos flavonoides com sua capacidade
antioxidante, ou seja, sequestradora de radicais livres (HAVSTEEN, 2002).

O termo tanino designa os metabdlitos secundérios de natureza polifendlica. A
classificacdo dos tipos de taninos estd apresentada na Figura 5. Taninos hidrolisaveis
consistem de ésteres de &cidos galico (galotaninos) ou eldgico (elagitaninos) glicosilados,
onde os grupos hidroxila do acglcar sdo esterificados com os &cidos fendlicos. Taninos

condensados sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol (HASLAM, 2007).
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Taninos hidrolisaveis
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Figura 5. Classificagdo dos taninos.
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Plantas ricas em taninos sdao empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas moléstias, tais como diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e processos inflamatérios em geral
(MONAGAS et al., 2009; WANNES et al., 2010).

Existem diversos trabalhos na literatura que discutem a presenca de taninos
hidrolisaveis em espécies da familia Melastomataceae (YOSHIDA et al., 1992; 1999; 2005;
ISAZA et al.,, 2001). A epicatequina ja foi isolada da espécie Miconia rubiginosa
(RODRIGUES, 2007).

O termo lignana descreve o grupo de derivados fendlicos diméricos de CgCs
caracterizados estruturalmente pelo acoplamento oxidativo das posicbes 8 e 8 de duas
unidades fenilpropanoidicas. Quando este acoplamento ocorre entre outros carbonos destas
unidades, estes compostos sdo chamados de neolignanas (MESSIANO, 2010; MOSS, 2000),
Fig. 6.

neolignana

lignana

Figura 6. Exemplos de lignanas e neolignanas.

As lignanas apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas devido aos
diferentes precursores monoméricos que geram novos subprodutos de lignanas por ciclizacbes
e/ou modificagOes nos esqueletos carbonicos (SILVA, 2006).

As lignanas apresentam importantes propriedades farmacoldgicas, tais como atividade
cardiovascular e anti-HIV in vitro (KATAYAMA et al., 1993), efeitos neuroprotetivos em
modelos de doenca de Alzheimer e Parkinson (ZHAI et al., 2005) e atividade fungicida
(LOPES; NASCIMENTO; SILVA, 2001).
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2. ESTUDO FITOQUIMICO

2.1 Coleta do material vegetal e obtencéo dos infusos das folhas das espécies de
Miconia

A coleta das espécies M. cabucu e M. rubiginosa foi realizada no dia 29 de agosto de
2006 e a da espécie M. stenostachya no dia 26 de abril de 2007, no municipio de lItirapina,
S&o Paulo, pelo Prof. Jorge Tamashiro do IB-Unicamp. As exsicatas foram depositadas no
Herbario da Universidade Estadual de Campinas sob os numeros 1433, 1430 e 1439,
respectivamente. Os materiais vegetais foram secos em estufa a 40 °C e moidos em moinho de
facas.

A preparacdo por infusdo foi o0 método escolhido por ser uma extracdo rapida e néo
utilizar solventes prejudiciais a salde e a0 meio-ambiente, além de ser a preparacdo que mais
se assemelha as utilizadas pela populagéo.

As espécies de Miconia possuem derivados de catequinas, que sdo substancias que
podem sofrer degradagdo ou epimerizacdo quando expostas a calor e luz. Portanto, é essencial
condi¢Oes de extragdo adequadas. Perva-Uzunalic et al. (2006) avaliaram a eficiéncia de
extracdo das catequinas utilizando diferentes solventes, temperaturas e tempos de extragéo.
Verificaram que uma extracdo maultipla (4x) utilizando H,O (infusdo), por 10 minutos cada e
temperatura maxima de 80 °C seria ideal, pois temperaturas mais altas e tempos mais longos
podem causar a epimerizagéo, oxidagdo ou degradacdo das catequinas.

Portanto, as condicdes escolhidas para a preparacdo por infusdo estdo mostradas no

esquema 1.
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Material vegetal —folhas
m=100g

Infusdo com 1 L de H,0
700°C, 10 min (3x)

l .

Infuso
Filtracdo
L 1
Material s6lido Infuso filtrado
Particdo AcCOEt/H,01:1
Fragdo aquosa Fracdo AcOEt

Esquema 1. Preparagdo dos infusos das espécies de Miconia.

A particdo com AcOEt foi realizada para a eliminacdo dos componentes poliméricos
presentes nessas espécies e, assim, minimizar problemas na etapa de fracionamento dos

metabdlitos. As massas obtidas sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3. Massas obtidas das parti¢ces dos infusos das espécies de Miconia.

Quantidade/g (Rendimento/%o)

Miconia cabucu Miconia rubiginosa  Miconia stenostachya
Material vegetal seco 100 100 100
Fracdo AcOEt 1,3 (1,3) 1,5(1,5) 1,7 (1,7)
Fracdo aquosa 13,5 (13,5) 13,9 (13,9) 14,5 (14,5)

2.2 Perfil cromatografico das espécies de Miconia por HPLC-UV-DAD

Nessa primeira etapa foram desenvolvidos métodos cromatograficos para a separacéo
dos compostos das espécies de Miconia.

A fracdo AcOEt do infuso foi submetida ao clean-up discutido na secdo “Materiais e
Métodos’, p. 30. O volume morto da coluna analitica utilizada nas anélises por HPLC-UV-
DAD foi calculado em V, = 2,65 mL e, portanto, o t, calculado para essa coluna foi t, = 2,65

min, em uma vazio de 1,0 mL.min™.
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A fase movel escolhida foi ACN/H,0 (Solvente A: H,O + 0,05% de TFA e Solvente
B: ACN + 0,05% TFA). O solvente acetonitrila foi a primeira escolha para analises por HPLC
devido a auséncia de absorcdo na faixa de trabalho (200 — 700 nm) e baixa viscosidade. Os
solventes foram acidificados com TFA para evitar encaudamento dos picos devido a interacéo
dos analitos com grupos silandis residuais presentes na fase estacionaria. Além disso, o acido
tem a funcédo de suprimir a ionizagdo de compostos de carater acido.

A otimizacdo de uma separacdo deve ser realizada com base nos seguintes parametros
cromatograficos: fator de retencdo (k" ou k*), fator de separacdo («) e resolucdo (Rs). Um
cromatograma com uma separa¢ao adequada deve ter uma boa resolugdo (Rs > 1,5) e um
tempo de corrida razoavel. Além disso, os picos devem possui valores de k dentro da faixa
considerada ideal (0,5 < k < 20) e valores de a. > 1.

Segundo a estratégia sugerida por Snyder, Kirkland e Glajch (1997), a primeira etapa é
realizar um gradiente inicial, ou seja, 5-100% de ACN, para estabelecer se a separacdo deve
ser feita em modo isocratico ou gradiente e as porcentagens ideais do solvente B para a
analise. Observou-se que as substancias eluiram entre 12 e 19 minutos (3,5 < k <6,2), 7,6 e
22,1 minutos (1,8 < k < 7,3) e 7,3 e 25,1 minutos (1,7 < k < 8,5) para M. rubiginosa, M.

stenostachya e M. cabucu, respectivamente (Fig. 7).



49
Tese de Doutorado — Juliana Rodrigues

] (@)
=]
P Nel . — |
©
100 (©)
B il :
] s ab,
o-;AN' R — e A —

Figura 7. Gradiente inicial de M. rubiginosa (a), M. stenostachya (b) e M. cabucu (c). [Coluna Phenomenex luna
Cig; 5-100 % de B em 60 min; Solvente A: H,O + 0,05% TFA e Solvente B: ACN + 0,05% TFA; DAD (254
nm); vazdo 1,0 mL.min™].

Segundo Snyder, Kirkland e Glajch (1997) os valores encontrados acima permitem
que o modo isocratico seja utilizado. Foram realizadas, entdo, diversas analises. Entretanto,
apesar de as substancias apresentarem um intervalo de k adequado, a separacado entre elas ndo
foi boa, ou seja, apresentou baixa resolugdo. Métodos em gradiente, entdo, foram testados
para a otimizacdo dos parametros cromatograficos. Os que apresentaram melhores resultados
sdo os gradientes lineares descritos na tabela 4. Os respectivos cromatogramas sao mostrados

na Figura 8.
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Tabela 4. Métodos em gradiente desenvolvidos para a separacdo dos metabolitos encontrados nos infusos das
folhas das espécies de Miconia.

Espécie Gradiente (% de B em A)

M. cabucu 10-30% (40 min); 30-100% (45 min)
M. rubiginosa 13-23% (40 min); 23-100% (45 min)
M. stenostachya  13-23% (40 min); 23-100% (45 min)

1000 -]

150 - o 210 nm
1 5 (b)
100 | } |
50 | “ I I |
‘ \ { ‘ G ‘ r f s\
o] “Lv / A \L_,JAJ LJ pjk/\,mﬁ eI A i U/\\_/(\,_wfgm/‘
0 10 0 0 o
0 % 360 nm
-] | (b)
(I i
s0-] T % ‘ \ \
L2l b
i i I [ |
o — "an /R N ) f"\ h f ,’ UL/J )J UIM,«/\ RL J ' J \1, r\\ J‘L . ]|
i K 210 nm
= ©)
] 15
(] __r,_J-«.l-—‘L\l —.-NI L&-ﬂﬂ‘J\ L\-\_.-\.,—_.._a-..-._,-._,-_,._,.\_,.\_,-..\_,._,- - P ,_Jr\

Figura 8. Perfil cromatografico de M. cabucu (a), M. rubiginosa (b) e M. stenostachya (c) [Coluna Phenomenex
luna Cyg; Solvente A: H,O + 0,05% TFA e Solvente B: ACN + 0,05% TFA; vazdo 1,0 mL.min™"; volume de
injecdo: 20 gl ].
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A resolucdo de uma analise é dada pelo par de picos criticos, ou seja, 0S que possuem
a menor separacdo. As resolucdes apresentadas para as especies estudadas foram Rs = 3,43
(Mc), Rs = 1,25 (Mr) e Rs = 2,08 (Ms), que séo valores adequados para uma matriz complexa
como um extrato vegetal. Os métodos apresentaram fator de retengdo (k*) do gradiente dentro
da faixa considerada ideal (1 < k* < 10), sendo 3,77 (Mc), 3,90 (Mr) e 3,90 (Ms). Os tempos
de analise de 45 minutos foram razoaveis para um extrato vegetal. Os valores encontrados
demonstram que a otimizagéo foi eficiente.

Os picos foram identificados por coinjecdo com as substancias isoladas, segundo a
Tabela 5.

Tabela 5. Identificacdo dos picos dos cromatogramas por coinje¢ao com padrdes isolados.

Pico tz (Min) Substancia

1 4,95 Acido galico

1* 4,10 “

2 25,2 miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo

3 30,8 quercetina-3-O-ci-rhamnopiranosideo

4 41,3 canferol-3-O-/-(6"-cumaroil)-glicopiranosideo

5 13,3 ()-(2R,3R)-epicatequina

6 15,9 casuarictina

7 23,7 quercetina-3-O-a-rhamnopiranosil-(1—4)-O-/+
galactopiranosideo

8 24,6 schinzandrisideo

9 27,2 quercetina-3-O-/#+galactopiranosideo

10 31,0 quercetina-3-O--arabinopiranosideo
quercetina-3-O- Farabinopiranosideo

11 32,5 canferol-3-O-f-galactopiranosideo

12 34,9 quercetina-3-O-ci-rhamnopiranosideo

13 35,9 quercetina-3-O-g-arabinofuranosideo

14 10,9 (+)-(2R,3S)-4'-O-metilgalocatequina

15 16,1 (-)-(2R,3R)-epicatequina

16 16,7 (1)-(2R,3R)-4 -O-metilepigalocatequina

A substancia (-)-epicatequina apresentou tempos de retencdo diferentes, comparando
0s cromatogramas das espécies M. rubiginosa e M. stenostachya. Isso provavelmente ocorreu
devido a presenca de substancias que ndo absorvem no UV (saponinas, aguUcares, entre
outros), que podem interagir fortemente com a fase estacionaria provocando impedimento
estérico e, com isso, diminuindo a interacdo da mesma com os analitos. Consequentemente,
provocam alteracdes nos t,. A identidade das substancias foi comprovada por coinje¢do com

padréo.
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2.3 Fracionamento do infuso das folhas de Miconia rubiginosa

A Fracdo AcOEt foi submetida a fracionamento preliminar através da técnica de
Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade (“HSCCC: High Speed Counter-
Current Chromatography”).

A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma forma de cromatografia de particdo
liquido-liquido sem o uso de adsorvente, e consiste na utilizagdo de duas fases liquidas
imisciveis, onde uma € a fase movel e a outra a fase estacionaria (CONWAY, 1990).

A distribuicdo do soluto em cada uma das fases é determinada através de seus
respectivos coeficientes de particdo (K). Em HSCCC, para que a separacao seja eficiente, o K
deve ser o mais proximo de um quanto possivel. Entdo K = Co = 1, onde

Ca
Co = concentragéo do analito na fase organica e Ca a concentracdo do analito na fase aquosa.

Existem diversas maneiras de escolher o melhor sistema de solvente para uma
determinada amostra, sendo que a utilizada neste trabalho esta ilustrada no esquema 2. Foram
analisados trés sistemas de solventes: AcOEt/n-PrOH/H,O (140:8:80, v/v), AcOEt/n-
BuOH/H,0 (140:4:80, v/v) e Hex/AcOEt/MeOH/H,0 (1:1:1:1, v/v). Uma das caracteristicas
basicas na escolha é que a amostra seja soltvel no sistema escolhido. A solubilidade do infuso
no ultimo sistema testado foi baixa, por isso ele foi descartado. Nos dois primeiros a
solubilidade foi muito boa. Além disso, analise por CCDC mostrou que o coeficiente de
particdo das substancias presentes no infuso era proximo de 1, propiciando que as mesmas
ficassem distribuidas igualmente em cada uma das fases liquidas. O sistema escolhido foi
AcOEt/n-PrOH/H,0 (140:8:80, v/v), pois 0 n-PrOH é mais volatil que o n-BuOH e, portanto,

mais facil de eliminar das fracfes obtidas.
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¢ ¢
L ¢
1 mg infuséo CCDC
AT > > _— 0 0
gitacdo
Separacéo das fases U U * '
FO FA FO FA

Esquema 2. Método para escolha do sistema de solvente para HSCCC (1 mg da fragdo AcOEt do infuso foi
dissolvida em 2 mL da mistura de solventes. Apés agitacdo vigorosa e separacdo das fases, cada uma delas foi
aplicada, em quantidades iguais, em placa cromatografica. Apos a eluicdo da placa, observou-se a distribuicao
das substancias nas fases. FO = fase organica; FA = fase aquosa)

O sistema escolhido foi preparado em funil de separacdo, agitado e deixado em
repouso por 12 horas para uma total separacao e saturagdo das fases. A fase inferior (aquosa)
foi utilizada como fase estacionaria e a superior (organica) como fase movel. A fase
estacionaria foi bombeada para a coluna. Apds o preenchimento desta, a fase movel foi
bombeada em um fluxo de 1,0 mL.min™* com o equipamento ligado a uma velocidade de 850
RPM. O volume morto medido foi de 46 mL.

Uma massa de 830 mg da fracdo AcOEt foi dissolvida em 15 mL do sistema utilizado
(1:1 v/v de FO e FA). Essa mistura foi filtrada e injetada no loop com auxilio de uma seringa.
Coletou-se fragdes de 5 mL cada, totalizando 154 fragdes que foram analisadas por CCDC e
reunidas. Esse procedimento foi repetido com 600 mg da amostra, obtendo-se uma 6tima
reprodutibilidade entre as duas injecdes.

A fragdo 29-41 precipitou, originando um composto amorfo amarelo. Esse precipitado
foi analisado por HPLC-UV-DAD com padrBes isolados da espécie. Por coinjecdo a
substancia foi identificada como quercetina-3-O-f-galactopiranosideo, previamente isolada
desta espécie (RODRIGUES, 2007).

As substancias presentes nas fracfes 22-28 e 89-96 foram submetidas a purificacdo
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) semi-preparativa. Essas fracdes foram
solubilizadas em H,O/MeOH 85:15 (em uma concentracdo aproximada de 100 mg.mL™) e

filtradas em Millex de 0,45 um.
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O método utilizado foi 0 mesmo em todas as injecdes: Coluna Phenomenex Cig, 250 X
10 mm d.i. x 5 um; Solvente A (H.O + 0,05% TFA), Solvente B (ACN + 0,05 % TFA).
Gradiente de 15-35% de B em A em 30 minutos, vazao de 4,8 mL.min™.

Para a fragdo 22-28 (76 mg) foram realizadas 10 injecOes de 80 L cada e coletadas 15
fragdes. As fracbes 6 (Mrl), 8 (Mr2) e 13 (Mr3) foram analisadas por RMN mono e
bidimensional.

Foram realizadas 6 injecdes (80 uL) da fragdo 89-96 (30 mg), coletando-se 8 fragdes.
A fracdo 4 (Mr4) foi analisada por RMN mono e bidimensional.

O procedimento fitoquimico utilizado para esta espécie esta ilustrado no Esquema 3.

Infuso

Particdo com AcOEt/H,0 1:1, v/v (3x)

Fr. AcOEt
159
HSCCC
154 fracGes
Fr. 22-28 Fr. 29-41 Fr. 89-96
76 mg 135mg 30 mg
HPLC HPLC
| |

Fr.6 Fr.8 Fr. 13 Ppt Fr.4
16 mg 18 mg 10 mg 38 mg 12 mg
Mrl Mr2 Mr3 Mr4

Esquema 3. Fracionamento do infuso das folhas de Miconia rubiginosa.
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Identificagdo da (-)-(2R,3R)-epicatequina (Mr1)

O espectro de RMN-'H (Espectro 1) mostrou os sinais da epicatequina, previamente
isolada dessa espécie (tabela 6).

Anélise do espectro de RMN-"H de Mr1 apresentou o sinal de um dubleto em & 6,89
(J=1,5Hz, H2"), além de sinais em &6,67 (m, H6’) e #6,66 (m, HS').

Outros sinais foram observados em £5,89 (d, J = 2,0 Hz, H8) e #5,73 (d, J = 2,0 Hz,
H6) referentes ao anel A e &4,74 (s, H2), §4,02 (s, H3), 2,67 (dd, J =4,5¢e 16,0 Hz, H4a) e
62,50 (dd, J = 4,5 e 16,0 Hz, H4b) referentes ao anel C.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-'H de Mr1 (&= ppm; J = Hz, entre parénteses;
DMSO-dg).

Posicdo Mrl (-)-(2R,3R)-epicatequina*
2 4,74 sl 4,73 s

3 4,02 sl 4,01s

4a 2,67 dd (4,5; 16,0) 2,68 dd (4,5; 16,5)

4b 2,50 dd (4,5; 16,0) 2,46 dd (3,5; 16,5)

6 5,73d (2,0) 5,72d (2,0)

8 5,89d (2,0) 5,88d(2,5)

2 6,89d (1,5 6,88 d (1,5)

5 6,66 m 6,65m

6 6,67 m 6,66 m

* RODRIGUES, 2007

Foi realizada a andlise por HPLC-CD para estabelecer a configuracdo absoluta de
Mr1. Comparacdo do tempo de retencéo (tz = 20,0) dessa substancia no cromatograma obtido
(Fig. 9) com o cromatograma dos quatro padrfes de catequina (Fig. 32, p. 112), identifica a
substancia como a (-)-epicatequina. O EC (Efeito Cotton) positivo em 240 nm (transicao L,,
croméforo B) e o EC negativo em 280 nm (transicdo L, cromoéforo A), indicam as

configuracOes 3-R e 2-R, respectivamente, para Mrl.
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Figura 9. Cromatograma e espectro de CD de Mrl em Hex/EtOH (75:25, v/v) [Coluna Chiralcel OD-H;
Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; vazdo 0,5 mL.min™; volume de injegdo: 10
i, 2280 nm].

A substancia Mr1 foi identificada, portanto, como a (-)-(2R,3R)-epicatequina (Fig.
10).

OH

OH

Figura 10. Estrutura da (-)-(2R,3R)-epicatequina (Mr1) isolada de M. rubiginosa.

Identificacdo da casuarictina (Mr2)

O espectro de Mr2 mostrou sinais referentes a um elagitanino monomérico. Os
elagitaninos s@o um grande subgrupo dos taninos hidrolisaveis. Essa classe de substancias foi
encontrada em seis Qéneros pertencentes & familia Melastomataceae, utilizados
medicinalmente: Medinilla, Heterocentrum, Tibouchina, Melastoma, Bredia e Monochaetum
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(YOSHIDA et al., 1992; 1994; 1999; 2005; ISAZA et al., 2001). Os taninos hidrolisaveis séo
responsaveis pelas propriedades adstringentes dessas plantas.

O espectro de RMN-'H de Mr2 (Espectro 2) mostrou sinais em & 6,44, 6,38, 6,25 e
6,18 (s, 1H cada, H6/6’), referentes a dois grupos hexaidroxibifenil (HHDP). A presenca de
um grupo galoil foi comprovada pelo singleto em 57,02 (H2/6).

O sinal em #6,27 (d, J = 8,5 Hz, H1 Glc) referente ao préton anomeérico indica que o
grupo galoil esté ligado a unidade de aclcar na posigdo equatorial (anémero S) (OKUDA et
al., 1984).

Os experimentos bidimensionais (gHMQC e gHMBC) (Espectros 3 e 4) possibilitaram
as correlagdes entre os sinais, que comparados com o0s sinais da literatura possibilitaram
confirmar a identidade da molécula.

Os sinais de RMN apresentam pequenas diferencas em relacdo aos valores
encontrados na literatura (Tabela 7) devido ao fato dos autores terem realizado os

experimentos utilizando acetona deuterada como solvente.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-'H e RMN-*C de Mr2 (& = ppm; J = Hz, entre parénteses;
DMSO-dg).

Posicéo RMN-'H RMN-"C
Mr2 1(8)-O- Mr2 .
gsaﬁl’l)oylpedunculagin** Cuspinin*=
Ester C=0 - - 169,0 168,5
- - 168,0 168,1
- - 167,9 168,0
- - 167,0 167,3
- - 164,5 165,0
Gal
1 - - * 121,9
2/6 7,02s 7,18's 108,8 110,5
3/5 - - 146,0 146,2
4 - - 140,0 138,6
HHDP
vr - - * 119,8 -126,2
2(2 - - * 111,1-117,8
3/3 - - * 144,3 —145,6
44 - - * 136,5 —140,0
5/5 - - * 144,3 —145,6
6/6’ 6,18 6,44 s 6,37 — 6,68 104,4 —105,6
Glc
1 6,27 d (8,5) 6,22 d (8,0) 90,6 92,4
2 5,00t (10,0) 5,221(9,0) 74,4 73,2
3 5,491 (9,0) 5,471 (9,0) 75,0 77,2
4 4,991 (10,0) 5,181 (9,0) 68,0 69,6
5 458dd (7,0;9,00 4,51dd(7,0;9,0) 71,8 78,2
6 5.12dd (6,5; 13,0) 5,37dd (7,0; 14,0) 62,0 63,1
3,84 d (13,0) 3,88d (14,0)

Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC
* Valores de RMN-"C n#o observados

** TANAKA et al., 1993

*** NONAKA et al., 1989

A substancia Mr2 foi identificada como a casuarictina, um elagitanino g-glicosilado
monomérico.

Devido a rotacdo restrita da ligacdo bifenil, existe atropisomerismo nos grupos
hexaidroxibifenil (NONAKA et al., 1989). Foi realizado, entdo, o estudo de Mr2 por HPLC-
CD.

A casuarictina exibe trés Efeitos Cotton nas regides de 235, 265 e 285 nm. Esses ECs
estdo associados com as bandas de conjugagéo do grupo bifenil no espectro de UV. O EC em
235 nm é diagndstico da configuracao absoluta do grupo HHDP [positivo para configuracdo
(Sa) e negativo para a (R,)] (OKUDA et al., 1982).

O espectro de CD de Mr2 (Fig. 11) exibiu um EC positivo em 235 nm, indicando a
configuracéo (S,) para os grupos HHDP (Fig. 12).
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Figura 11. Espectro de CD de Mr2 em MeOH/H,O (4:6, v/v) [Coluna Chiralcel OD-RH; Solvente A: H,O +
0,05% Ac. formico e Solvente B: MeOH + 0,05% Ac. formico; vazdo 0,5 mL.min™"; volume de injecdo: 10 zd_; A
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Figura 12. Casuarictina (Mr2) isolada de M. rubiginosa.

A casuarictina € um exemplo de tanino hidrolisavel. Plantas ricas em taninos sao
usadas na medicina tradicional para o tratamento de vérias doencas, como discutido na

introdugdo (MONAGAS et al., 2009; WANNES et al., 2010).

Identificacdo do canferol-3-O-f-galactopiranosideo (Mr3)

O espectro de RMN-'H (Espectro 5, Tabela 8) mostrou os sinais na regido aromatica
caracteristicos de um flavonoide: os dubletos em ¢ 6,19 e ¢ 6,42, ambos com J = 2,0 Hz,
referentes aos hidrogénios H6 e H8 do anel A e os dubletos em ¢ 6,85 e ¢ 8,05, ambos com J
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= 9,0 Hz, referentes aos hidrogénios H3'/5 e H2/6', indicando que o anel B é
monossubstituido.

No espectro de RMN-'H observa-se, ainda, um dubleto em 5,37 (J = 8,0 Hz, H1")
referente ao hidrogénio anomérico de uma unidade de agucar. O espectro de 1D-TOCSY

(Espectro 6), forneceu a sequéncia dos deslocamentos quimicos de uma galactose.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-"H de Mr3 (&= ppm; J = Hz, entre parénteses; DMSO-ds).

Posicdo Mr3 Trifolin*

6 6,19.d (2,0) 6,21d (2,0)
8 6,42 d (2,0) 6,43 d (2,0)
2'/6 8,05d (9,0) 8,07 d (9,0)
3'/5 6,85 d (9,0) 6,88 d (9,0)
1 5,37 d (8,0) 5,25d (7,0)
2" 3,52dd (5,0; 12,5) -

3 3,35dd (6,0; 11,5) -

4 3,64 sl -

g5 - -

6" - -

OH 10,2-12,6 -

* LIU; CHEN; WANG, 2009

Os dados obtidos sugerem que essa substancia é o canferol-3-O-$-galactopiranosideo
(Fig. 13).

Figura 13. Canferol-3-O-f-galactopiranosideo (Mr3) isolado de M. rubiginosa.

A substancia Mr3 foi submetida a analise por HPLC-UV-DAD com adicao de padrao,

confirmando sua identidade.
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Identificacdo do schizandrisideo (Mr4)

O espectro de RMN-"H de Mr4 (Espectros 7 e 8, Tabela 9) indicou a presenca de dois
anéis aromaticos, ambos com dois substituintes eletronegativos. Os singletos em & 6,08 e &
6,61, correspondentes aos H3 e H6 respectivamente, indicam que estdo na posi¢do para, no
anel A. Um dubleto em #6,79 (J = 1,5 Hz, H2’), um dubleto em #6,69 (J = 8,0 Hz, H5) e
um duplo dubleto em & 6,48 (J = 1,5 e 8,0 Hz, H6') evidenciaram que o anel B é
dissubstituido.

Observou-se também a presenca de sinais referentes a trés hidrogénios metilénicos
(H7, H9 e HY), dois dos quais ligados a &tomos de oxigénio, trés metinos (H8, H7' e H8') e
uma unidade de xilose. O valor da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (&
3,93,J=7,5Hz, H1"), indica tratar-se de g-xilose.

Sinais equivalentes a dois grupos metoxilicos (integracdo para 6 Hs) foram observados
em &§3,70 e §3,72. Os valores de & de *C foram obtidos através das correlacées observadas
nos espectros gHMQC e gHMBC (Espectros 9 e 10). O experimento de gHMBC (Espectro
12) mostrou acoplamento desses sinais com 0s C5 e C3' (& 146,3 e & 147,9, respectivamente),
indicando que estdo ligadas nessas posicdes ao esqueleto da lignana.

A correlagdo do H1” (& 3,93) com 0 C9' (& 67,7), observada no espectro de gHMBC
(Espectro 11), permitiu confirmar que a unidade de acucar esta ligada nesta posicao.

Comparacdo dos dados obtidos com a literatura permitem identificar a substancia Mr4

como uma lignana glicosilada.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-'H e RMN-*C de Mr4 (& = ppm; J = Hz, entre parénteses;

DMSO-ds).

Posicdo RMN-'H RMN-"C

Mr4 Schizandriside** Mr4* Schizandriside**
1 - - 127,6 129,1
2 - - 133,0 134,3
3 6,08 s 6,16 5 116,4 117,4
4 - - 1449 145,1
5 - - 146,3 147,1
6 6,615 6,64s 112,0 112,3
7 2,73 d (6,5) 2,77-2,86 m 33,0 33,9
8 1,89 (3,5;10,5) 2,03-2,10m 38,5 39,6
9 3,58 dd (4,0; 10,0) 3,76 dd (3,7; 11,0)

3,47m 3,70 dd (6,1; 11,0) 630 651
1 - - 137,5 138,6
2 6,79 d (1,5) 6,67 d (1,8) 114,5 114,2
3 - - 147,9 148,9
& i - 145,4 145,8
5 6,69 d (8,0) 6,73d (8,2) 115,8 116,1
6 6,48 dd (1,5;8,0) 6,62 dd (1,8; 8,2) 121,4 123,1
7 4,02 d (10,5) 4,05 dI (10,3) 46,0 47,9
8 1,72t (10,5) 1,84 tt (2,8; 10,3) 44,9 459
o 2,99 m 3,21dd (3,1; 10,1)

3.86 dd (2,5;9,5)  3.97 dd (2.4: 10.1) 67.7 69.3
1 3,93d (7,5) 4,04 d (7,6) 105,2 105,8
2 2,99 m 3,18 dd (7,6; 9,2) 73,6 75,0
3 3,09 dt (9,0) 3,281(8,9) 77,0 77,9
4" 3,27m 3,42-347 m 72,0 71,3
5" 2,98 m 3,11 dd (10,4; 11,3)

3,66 dd (5,5; 11,5) 3.80 dd (5,8: 11,3) 66,0 66.9
OCHj 3,70 s 3,785 56,0 56,4
OCHj 3,725 3,795 56,0 56,3

* \Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC

** Resultados obtidos em CD;0D (SADHU et al., 2007)

A configuragdo absoluta de Mr4 foi estabelecida por HPLC-CD baseando-se nas

seguintes evidéncias: Klyne, Stevenson e Swan (1966) propuseram uma regra empirica para o

espectro de CD de lignanas deste tipo. Estabeleceram que todos os derivados 7'« de 7°-

ariltetralinas apresentavam EC positivo na regido de 280-290 nm; enquanto que derivados

7', apresentavam EC negativo nessa regiao.

Como pode-se observar no espectro de CD de Mr4 (Fig. 14), o EC em 284 nm é

negativo, indicando que o grupo aril estd orientado em p (configuracdo S no C-7'). A

configuracdo do grupo no C-8 foi estabelecida em o, devido ao valor da constante de

acoplamento entre H-7' e H-8 (J = 10,5 Hz), que indica posicionamento trans diaxial entre

0s H7' e H8. O grupo no C-8, por sua vez, € § orientado, como pode ser comprovado pela

constante de acoplamento trans diaxial entre H-8 e H-8' (J = 10,5 Hz).
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Figura 14. Espectro de CD de Mr4 em MeOH/H,0 (4:6, v/v) [Coluna Chiralcel OD-RH; Solvente A: H,O +
0,05% Ac. formico e Solvente B: MeOH + 0,05% Ac. formico; vazdo 0,5 mL.min™"; volume de injecdo: 10 zd_; A

284 nm].

A substancia Mr4 foi identificada, portanto, como schinzandrisideo (Fig. 15), tendo a

configuracédo absoluta 7’-(S), 8-(R) e 8 -(R).

H3CO

HO

Figura 15. Schizandrisideo (Mr4) isolada de M. rubiginosa.

O schizandrisideo foi aqui isolado pela primeira vez de espéecies de Miconia. Essa

substancia possui atividade antioxidante moderada (SADHU et al., 2007). Apresenta,

Staphylococcus aureus,

também, atividade antibacteriana contra Escherichia coli,

Micrococcus luteus e Bacillus cereus (DONG et al., 2006).
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2.4 Fracionamento do infuso das folhas de Miconia stenostachya

Para o fracionamento da fracdo AcOEt do infuso de M. stenostachya utilizou-se uma
coluna Sephadex LH-20 como fase estacionéria (Fig. 16). Este tipo de adsorvente proporciona

boa separacdo de compostos polares, ndo causando muita adsorgéo.

Figura 16. Estrutura parcial da Sephadex LH-20.

A fracdo AcOEt (1,7 g) obtida na particdo foi dissolvida em 10 mL de MeOH e
centrifugada (3x). Injetou-se a amostra na coluna de Sephadex LH-20 e procedeu-se a elui¢do
com MeOH, em fluxo de 0,5 mL.min™.

As 269 fracdes (5 mL cada) obtidas foram analisadas por CCDC, utilizando como
reveladores luz UV e anisaldeido/acido sulfurico. As fragdes semelhantes foram agrupadas.

A fracdo 95-112 (400 mg) foi submetida & Cromatografia Liquida de Média Pressdo
(MPLC) utilizando um gradiente de MeOH/H,O (de 5 a 100 % de MeOH) como eluente. As
fragdes 22-31 (Msl) e 67-92 (Ms2) apresentaram-se puras e foram analisadas por HPLC e
RMN.

A fracdo 129-153 (347 mg) foi purificada por MPLC, utilizando o mesmo gradiente da
fracdo anterior. Ao dissolver a fragdo em H,O/MeOH 95:5, houve a formagcdo de um
precipitado amarelo (Ms3). A fracdo 28-29 (Ms4) apresentou-se pura e, juntamente com o
precipitado, foram analisados por HPLC e RMN.

O procedimento fitoquimico utilizado para esta espécie esta ilustrado no Esquema 4.
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Infuso

Fr. AcOEt
1,79

Sephadex LH-20

Particdo com AcOEt/H,0 1:1, v/v (3x)

269 fracoes
|
Fr.95-112 Fr. 129-153
400 mg 347 mg
MPLC MPLC
| i
Fr. 22-31 Fr. 67-92 Ppto Fr. 28-29
20 mg 25 mg 40 mg 10 mg
Msl Ms2 Ms3 Ms4

Esquema 4. Fracionamento do infuso das folhas de M. stenostachya.

Identificacdo da (+)-(2R,3S)-4'-O-metilgalocatequina (Ms1)

O espectro de RMN-'H de Ms1 apresentou sinais na regido de aromaticos (Espectro
13, Tabela 10), caracteristicos de um derivado de catequina.

A anélise do espectro de RMN-'H de Ms1 apresentou singleto intenso em & 6,28,
referente aos H2' e HE', indicando que o anel B é trissubstituido. Outros sinais foram
observados em #5,88 (d, J =2,5Hz, H8) e 5,71 (d, J = 2,5 Hz, H6) referentes ao anel A e &
4,45 (d, J = 7,5 Hz, H2), 53,80 (d, J = 6,5, H3), 62,62 (dd, J = 5,1 e 15,9 Hz, H4a) e §2,37
(dd, J = 7,8 e 16,2 Hz, H4b) referentes ao anel C. Além disso, observa-se o sinal em & 3,65
(3H), referente a uma metoxila.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram obtidos através das correlages
observadas no espectro de gHMQC e gHMBC (Espectros 14 e 15).
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Os valores da literatura mostram que a catequina e a epicatequina sdo diferenciadas
pelo valor do C2, o qual para a catequina apresenta deslocamento quimico proximo a ¢ 81,0
(WENKERT; GOTTLIEB, 1977) e para a epicatequina em aproximadamente & 78,0
(MARKHAM; TERNAI, 1976). O valor do C2 de Msl1 (& 80,6) indica tratar-se de um
derivado da catequina. Além disso, as constantes de acoplamento dos picos referentes aos
hidrogénios H2 e H3 (J = 7,5 e J = 6,5 Hz, respectivamente) confirmam sua posi¢ao trans no
anel C.

No espectro de gHMBC (Espectro 16) pode-se observar a correlagédo do sinal em &
3,65 com o C4' (& 135,4), indicando que a metoxila estd ligada ao esqueleto da catequina

nesta posicao.

Tabela 10. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-"H e RMN-**C da substancia Ms1 (&= ppm; J = Hz, entre
parénteses; DMSO-dg).

Posicéo Msl 4'-O-methylgallocatechin**
RMN-H RMN-BC*  RMN-'H RMN-C*

2 4,45 d (7,5) 80,6 4,57 d (7,0) 82,4

3 3,80 d (6,5) 66,6 3,98 m 68,6

4a 2,62 dd (5,1; 15,9) 276 2,79 dd (5,5; 16,3) 279

4b 2,37 dd (7,8; 16,2) : 2,51 dd (7,6; 16,3) :

5 - 156,8 - 157,5

6 5,88 d (2,5) 95,1 5,94 d (1,8) 96,4

7 - + - 157,7

8 5,71 d (2,5) 93,8 5,89 d (1,8) 95,6

9 - 156,0 - 156,6

10 - 99,8 - 100,7

1 - 135,6 - 136,6

2'/6 6,28 s 106,1 6,42 s 107,4

3/5 - 150,7 - 151,5

4 - 135,4 - 136,4

OCHj, 3,655 60,0 3,785 60,8

* VValores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC.
** GARCIA et al., 1993.
* Valores de RMN-"*C ndo observados nos espectros bidimensionais

Os resultados obtidos permitiram identificar a substancia Ms1 como a (+)-(2R,3S)-4’-
O-metilgalocatequina (Fig. 17), o que foi confirmado pela analise por HPLC-CD-DAD com
padrdo (Fig. 18).
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OH

OCH,

OH

Figura 17. (+)-(2R,3S)-4’-O-Metilgalocatequina (Msl) isolada de M. stenostachya.
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Figura 18. Cromatograma de Mr1 em Hex/EtOH (75:25, v/v) [Coluna Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano +
0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA,; vazdo 0,5 mL.min"; volume de injeg&o: 10 zL; A 280 nm].

O cromatograma CD mostra que a substancia desvia a luz circularmente polarizada
negativamente em 280 nm. Esse desvio é caracteristico de derivados da (+)-catequina, como

discutido no capitulo 2 desta tese.

Identificacdo da (-)-(2R,3R)-4'-O-metilepigalocatequina (Ms2)

O espectro de RMN-'H de Ms2 (Espectro 17, Tabela 11) mostra sinais muito
parecidos com Ms1. Observou-se um singleto intenso em & 6,38, referente aos H2' e HE',
indicando que o anel B € trissubstituido. Outros sinais foram observados em 5,86 (d, J = 2,4
Hz, H8) e #5,71 (d, J = 2,4 Hz, H6) referentes ao anel A e #4,66 (sl, H2), &§4,00 (sl, H3), &
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2,44 (dd, J = 3,5 e 16,5 Hz, H4a) e 42,66 (dd, J = 5,0 e 16,5 Hz, H4b) referentes ao anel C.
Além disso, observa-se o sinal em 3,63 (3H), referente a uma metoxila.

Os valores dos deslocamentos de carbono foram obtidos atraves das correlagGes
observadas no espectro de gHMQC e gHMBC (Espectros 18 e 19).

No espectro de gHMBC (Espectro 20) pode-se observar a correlagédo do sinal em &
3,66 com o0 C4' (& 134,6), indicando que a metoxila estd ligada ao esqueleto da catequina
nesta posicao.

Tabela 11. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-'H e RMN-*3C da substancia Ms2 (&= ppm; J = Hz, entre
parénteses; DMSO-dg).

Posicéo Ms2 (-)-4' -methylepigallocatechin**
RMN-'H RMN-*C* RMN-?C**

2 4,66 sl 77,8 79,6

3 4,00 sl 64,5 67,3

4a 2,44 dd (3,5; 16,5)

4 266dd (50; 165 29,1

5 - 156,5 1579

6 5,71 d (2,4) 94,0 96,3

7 - 95,3 157,5

8 5,86 d (2,4) 94,9 95,8

9 - 156,5 157,1

10 - 98,9 100,0

r - 135,2 135,9

2'/6 6,38 s 106,0 107,1

3/5 - 150,0 151,3

4 - 134,6 136,5

OCH; 3,635 59,5 60,7

* Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC.
** RMN-C em CD,0D (HUSSEIN et al., 1999)
* Valores de RMN-"*C n&o observados nos espectros bidimensionais

Foi realizada a andlise por HPLC-CD para estabelecer a configuracdo absoluta de Ms2
(Fig. 19). O EC positivo em 240 nm (transicéo L,, cromdforo B) e o EC negativo em 280 nm
(transicao Ly, cromoforo A), indicam as configuracdes 3-R e 2-R, respectivamente.
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Figura 19. Espectro de CD de Ms2 em Hex/EtOH (75:25, v/v) [Coluna Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano +
0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA, vazdo 0,5 mL.min"; volume de injeg&o: 10 zL; A 280 nm].

A substancia Ms2 foi identificada, portanto, como a (-)-(2R,3R)-4'-O-

metilepigalocatequina (Fig. 20)

OH
OCHg

OH

Figura 20. (-)-(2R,3R)-4'-O-metilepigalocatequina (Ms2) isolada de M. stenostachya.

Identificagdo da miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo (Ms3)

O espectro de RMN-'H (Espectro 21, Tabela 12) mostrou um singleto em & 6,87, referente
aos H2' e HE' de um flavonoide, indicando que o anel B é trissubstituido. Pode-se observar
também, sinais em 6,19 (d, J = 2,0 Hz) e ¢ 6,35 (d, J = 2,0 Hz) referentes aos H6 e H8 do

anel A, indicando que se trata de um derivado da miricetina.
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O dubleto em ¢ 5,19 (J = 1,5 Hz, H1") e o sinal em 40,84 (d, J = 6,5 Hz, HE")
sugerem a presenca de uma unidade de rhamnose. O espectro 1D-TOCSY (Espectro 22)
confirmou a natureza do acUcar, pois irradiando-se o H1” (anomérico), houve correlacéo
somente com H2” (& 3,97). A sequéncia dos deslocamentos quimicos da unidade de acucar foi
obtida através dos experimentos 1D-TOCSY e COSY (Espectros 22 e 23).

Os valores dos deslocamentos de carbono foram obtidos atraves das correlaces
observadas nos espectros de gHMQC e gHMBC (Espectros 24 e 25).

Tabela 12. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-'H e RMN-C da substancia Ms3 (& = ppm; J = Hz, entre
parénteses; DMSO-dg).

Posicao Ms3 Myricitrin**
RMN-H RMN-C* RMN-H RMN-*C
2 - 157,5 - 156,2
3 - + - 134,5
4 - + - 177,8
5 - 161,6 - 161,4
6 6,19 d (2,0) 98,4 6,19 d (2,3) 98,7
7 - 164,0 - 164,1
8 6,35 d (2,0) 93,2 6,35 d (2,3) 93,6
9 - 156,2 - 157,4
10 - 104,0 - 104,2
1 - + - 119,8
2 /6 6,87 s 107,6 6,94 s 108,3
3/5 - 145,6 - 145,8
4 - 136,5 - 136,5
1" 5,19 d (1,5) 101,7 5,30 d (1,8) 102,1
2 3,97 sl 69,8 421dd(1,8;32) 705
3 3,55 d (9,0) 70,1 3,78dd (3,2;9,2) 707
4 3,14t (9,5) 70,4 351dq(6,4;92) 716
5 3,32m 70,9 3,331(9,2) 70,1
6" 0,84 d (6,5) 18,0 0,95 d (6,4) 21,4

* Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC.
* Valores de RMN-"C n#o observados
** CHUNG et al., 2004 / MARKHAM et al., 1978

Comparacao dos dados de Ms3 com o0s existentes na literatura e a analise por HPLC-
UV-DAD com padrdo confirmaram a identificacdo da substancia como sendo a miricetina-3-

O-a-rhamnopiranosideo, ilustrada na Figura 21.
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Figura 21. Miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo (Ms3) isolada de M. stenostachya.

Identificacdo da (-)-(2R,3R)-epicatequina (Ms4)

O espectro de RMN-'H (Espectro 26) mostrou os sinais da epicatequina, previamente

isolada dessa espécie (tabela 13).

Tabela 13. Deslocamentos quimicos (&) de RMN-"H de Ms4 (§= ppm; J = Hz, entre parénteses; DMSO-ds).

Posicéo Ms4 (-)-(2R,3R)-epicatequina*
2 4,71s 4,73 s

3 3,99d (2,5) 4,015

4a 2,68 dd (4,5; 16,5) 2,68 dd (4,5; 16,5)

4b 2,45 dd (3,5) 2,46 dd (3,5; 16,5)

6 5,70 d (2,0) 5,72d (2,0)

8 5,87 d (2,0) 5,88 d (2,5)

2 6,87 d (1,5) 6,88 d (1,5)

5 6,64 m 6,65 m

6 6,64 m 6,66 m

* RODRIGUES, 2007

Foi realizada a andlise por HPLC-CD para estabelecer a configuracdo absoluta de Ms4
(Fig. 22). O EC positivo em 240 nm (transicao L,, cromo6foro B) e o EC negativo em 280 nm
(transicao Ly, cromoforo A), indicam a configuracdo 3-R e 2-R, respectivamente, para Ms4.
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Figura 22. Espectro de CD de Ms4 em Hex/EtOH (75:25, v/v) [Coluna Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano +
0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA,; vaz&o 0,5 mL.min™; volume de injegdo: 10 zL; A 280 nm].

A substancia Ms4 foi identificada, portanto, como a (-)-(2R,3R)-epicatequina (Fig.

23).

OH

OH

Figura 23. (-)-(2R,3R)-Epicatequina (Ms4) isolada de M. stenostachya.

As substancias quirais isoladas das espécies de Miconia foram analisadas por HPLC-
CD-DAD, utilizando coluna quiral (OD-H), com o sistema Hex/EtOH (75:25, v/v) como
eluente para verificar sua pureza enantiomérica. Em todos os cromatogramas observou-se

apenas um pico, indicando que essas substancias estdo na forma enantiomericamente pura.

2.5 Dados fisicos e espectroscdpicos das substancias isoladas

(-)-(2R,3R)-epicatequina (Mr1): s6lido amorfo marrom avermelhado; Ci5H140 (MM
290,27); [e]p -26° (c = 0,1 g/100mg, MeOH); UV Anax (¢ = 0,1 ¢/100 mL, MeOH) nm (log €)
209, 279; CD ver figura 9; RMN-'H ver tabela 6.
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Casuarictina (Mr2): solido amorfo marrom avermelhado; C41H28026 (MM 936,65);
[a]p -4° (c = 0,1 g/100mg, MeOH); UV Jmax (¢ = 0,1 g/100 mL, MeOH) nm 219, 286ombro;
IV Vinax €M™ 3222 (vou), 1719 (Ve=o), 1607 € 1444 (Veec wom), 1051 (80.41); CD ver figura 11;
RMN-'H e RMN-*C ver tabela 7.

Kaempferol-3-O-f-galactopiranosideo (Mr3): solido amorfo amarelo; C,;H200:1 (MM
448 ,38): UV Amax (¢ = 0,1 g/100 mL, MeOH) nm 206, 265, 347; RMN-'H ver tabela 8.

Schizandrisideo (Mr4): s6lido amorfo amarelo; CzsH3,010 (MM 492,51); [a]p +20° (c
= 0,1 g/100mg, MeOH); UV Amax (¢ = 0,1 g/100 mL, MeOH) nm 207, 284; CD ver figura 14;
RMN-"H e RMN-"*C ver tabela 9.

(+)-(2R,3S)-4’-O-Metilgalocatequina (Ms1): sélido amorfo marrom avermelhado;
C16H1607 (MM 320,29); [a]p +0,9° (¢ = 0,1 g/100mg, MeOH); UV Jmax (¢ = 0,1 g/100 mL,
MeOH) nm 212, 272; IV vinax cm™ 3338 (vo.), 2928 (Ve aiif), 1604, 1523 € 1456 (Ve=c aom)s
1046 (80.,); RMN-"H e RMN-*3C ver tabela 10.

(-)-(2R,3R)-4’-O-Metilepigalocatequina (Ms2): sélido amorfo marrom avermelhado;
Ci6H1607 (MM 320,29); [a]p -17° (c = 0,1 g/100mg, MeOH); UV Amax (c = 0,1 g/100 mL,
MeOH) nm 213, 272; IV vinax cm™ 3369 (vo.), 2928 (Ve aiif), 1603, 1509 € 1437 (Ve=c aom)s
1052 (80.); CD ver figura 19; RMN-"H e RMN-'3C ver tabela 11.

Miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo (Ms3): sélido amorfo amarelo; C,1H20012 (MM
464,38); UV Amax (¢ = 0,1 g/100 mL, MeOH) nm 213, 260, 350; IV vinax cm™* 3257 (vo.s), 2924
(Ve aiif), 1653 (Ve=o), 1602, 1498 € 1450 (Ve-c arom), 1057 (80.); RMN-"H e RMN-'3C ver tabela
12.

(-)-(2R,3R)-epicatequina (Ms4): solido amorfo marrom avermelhado; C;5H1405 (MM
290,27); [a]p -20° (c = 0,1 g/100mg, MeOH); UV Anax (¢ = 0,1 ¢/100 mL, MeOH) nm 207,
279: 1V vinax €M™ 3244 (vo.4), 2923 (Ve aiif), 1611, 1518 € 1447 (Vec aom); CD ver figura 22;
RMN-H ver tabela 13.
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Espectro 1. RMN-"H da substancia Mr1 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 2. RMN-"H da substancia Mr2 e expansées (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 3. gHMQC da substéncia Mr2 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 4. gHMBC da substancia Mr2 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 5. RMN-"H da substancia Mr3 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 6. 1D-TOCSY da substancia Mr3, irradiado em 6 5,37 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 8. Expansdes do espectro de RMN-'H da substancia Mr4 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 9. gHMQC da substancia Mr4 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 10. gHMBC da substancia Mr4 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 11. gHMBC da substancia Mr4 (expansdo 3,2 a 5,4 / 45 a 80 ppm) (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 12. gHMBC da substancia Mr4 (expansdo 2,4 a 4,4 / 122 a 150 ppm) (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 13. RMN-'H da substancia Ms1 e expansdes (DMSO-dg, 11,7T € 7,02 T).
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Espectro 14. gHMQC da substancia Ms1 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 15. gHMBC da substancia Ms1 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 16. gHMBC da substancia Ms1 (expanséo 2,8 a 5,0 / 129 a 141 ppm) (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 17. RMN-'H da substancia Ms2 e expansdes (DMSO-d, 11,7 T).

7.8



Tese de Doutorado — Juliana Rodrigues

158

14% 138 128 11w 189 L1 1.1} m 1] 1) an
Fi (pea)

Espectro 18. gHMQC da substancia Ms2 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 19. gHMBC da substancia Ms2 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 20. gHMBC da substancia Ms2 (expanséo 3,5 a 7,0 / 130 a 160 ppm) (DMSO-d, 11,7 T).
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Espectro 21. RMN-'H da substancia Ms3 e expansao (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 22. 1D-TOCSY da substancia Ms3, irradiado em d 5,19 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 23. COSY da substancia Ms3 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 24. gHMQC da substancia Ms3 (DMSO-ds, 11,7 T).
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Espectro 25. gHMBC da substancia Ms3 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Espectro 26. RMN-"H da substancia Ms4 (DMSO-dg, 11,7 T).
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Capitulo 2
Desenvolvimento de metodologias para analise

quiral de extratos vegetais
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1. INTRODUCAO

1.1 Quiralidade

Isdbmeros s80 compostos que possuem 0S mesmos constituintes atbmicos, porém suas
disposicdes na molécula sdo diferentes, conferindo consequentemente caracteristicas quimicas
diversas. Os isdmeros possuem diferentes classificagfes de acordo com esta distribuicdo
atémica.

Estereoisdbmeros sdo aqueles isbmeros cujos atomos ou grupos de atomos possuem
uma distribuicdo espacial diferente na molécula. Eles podem ser divididos em enantidmeros
ou diastereoisomeros (LIMA, 1997; KALOUSTIAN, 2004).

Os isdmeros Oticos apresentam atividade Otica, possuindo centros quirais ou centros
assimétricos. Dizemos que uma substancia é oticamente ativa quando desvia a luz plano
polarizada. Para isso € necessario que a sua estrutura molecular tridimensional ndo seja
sobreponivel a sua imagem especular (BARREIRO; FERREIRA; COSTA, 1997; MORRIS,
2001).

Enantiébmeros sao definidos como moléculas que sdo imagens especulares uma da
outra, ndo sobreponiveis. As moléculas que apresentam dois ou mais elementos de quiralidade
apresentam a diastereomeria. Os enantibmeros possuem propriedades fisicas e quimicas
iguais, entretanto apresentam desvios polarimétricos opostos de mesma magnitude:

a (+) oud (dextro); a (-) ou | (levo)

Os diastereébmeros possuem propriedades fisicas e quimicas diferentes.

A existéncia de enzimas e receptores estereoespecificos no organismo conduz a
carateristicas biologicas diferentes para as estruturas quirais (Tabela 14). O resultado desta
acao estereosseletiva pelos receptores proteicos é devido a uma ocupacéo preferencial de um
sitio receptor por um dos enantidmeros (Fig. 24), conhecida como Teoria dos trés pontos.
Essa teoria diz que a formacao do complexo enzima-substrato somente é possivel para um dos
enantibmeros, que possui trés pontos corretamente posicionados para que ocorra a interacao
com o sitio ativo da enzima (BRUICE, 2003).
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Figura 24. Interacdo diferencial de dois enantidmeros em um receptor bioldgico.

Como consequéncia direta das diferentes interagdes dos enantidmeros com as enzimas,

teremos as mais diversas respostas bioldgicas para os esterecisomeros (LIMA, 1997).

Tabela 14. Propriedades biologicas de enantidmeros.

Droga (+)-enantiémero (-)-enantidbmero
Barbituratos excitacao sedacdo

Dobutamina vasodilatador vasoconstritor
Metadona efeitos minimos forte analgésico
Metanfetamina estimulante do SNC vasodilatador periférico
Penicilamina antiartritico mutagénico

Tiroxina inativo efeito tiroxémico
Talidomida sedativo teratogénico

Dentre todos esses exemplos, o da talidomida (Fig. 25) é o mais conhecido e, talvez, o
que ocasionou consequéncias mais tragicas. A talidomida, [(£)-2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-
1H-isoindol-1,3-(2H)-diona], comecou a ser comercializada em 1957 como um farmaco
sedativo-hipnotico. Somente no inicio da década de 60, essa substancia comecou a ser usada
por gestantes como agente antinauseas, sendo responsavel pelo nascimento de milhares de
criangas com deformacdes congénitas. Essas deformacdes foram posteriormente atribuidas ao
seu efeito teratogénico (LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2001).

Posterior tentativa de resolucdo cromatografica e administracdo das espécies
enantiomericamente puras [(R) e (S)] demonstrou que o efeito teratogénico da talidomida era
proveniente do emprego do enantidmero de configuracdo absoluta (S), enquanto seu antipoda
era desprovido de acdo teratogénica (WAINER, 2001).

A tragédia da talidomida representou um marco na conscientizacdo do risco da

administracdo de um farmaco em sua forma racémica.
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(R)-talidomida (S)-talidomida
Efeito sedativo Efeito teratogénico

Figura 25. Talidomida.

1.2 Dicroismo circular

Nas ultimas décadas houve um aumento no desenvolvimento de métodos sensiveis e
confidveis para determinacdo da configuracdo absoluta dos metabdlitos. Esse aumento deveu-
se principalmente ao isolamento de grande nimero de produtos naturais oticamente ativos.

Existem diversas metodologias para estabelecimento da estereoquimica de uma
molécula, tais como raio-X, ressonancia magnética nuclear (RMN) utilizando agentes de
derivatizacdo, dispersdo rotatoria 6tica (ORD), entre outros (McCONNELL et al., 2007).
Entre elas, o uso de dicroismo circular esta em crescente desenvolvimento e representa uma
poderosa ferramenta no estudo de compostos naturais, principalmente flavonoides, uma classe
de metabdlitos muito comum nas plantas (SLADE; FERREIRA; MARAIS, 2005).

A deteccdo por dicroismo circular é baseada na absorcdo diferencial entre a luz
circularmente polarizada esquerda (E) e direita (D) (KANAZAWA et al., 2000), conforme a
formula abaixo (BEROVA; NAKANISHI; WOODY, 2000) e permite realizar analises de

maneira rapida e confiavel.

Ae=g-ep=1 AA ,onde AA = A —Ap
cl
£ = Absortividade molar;

¢ = concentragdo molar da amostra (mol.L™)
| = comprimento do caminho ético da cela do CD (cm)

A = absorbancia
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Existem varios trabalhos na literatura utilizando dicroismo circular para a analise de
produtos naturais quirais. No trabalho de Caccamese, Manna e Scivoli (2003) os autores
separaram e estabeleceram a configuracdo absoluta de 2-(R) e 2-(S) naringenina isoladas de
grapefruit (Citrus paradisi Macfad.) utilizando HPLC com coluna quiral para a separagéo e
um espectropolarimetro para a obtencéo dos espectros de CD. Em outro trabalho, os mesmos
autores estudaram a estereoquimica de uma série de flavanonas comumente encontradas em
espécies de Citrus (CACCAMESE et al., 2005). Flavandis, incluindo derivados de catequinas,
foram estudados por Korver e Wilkins (1971), que fizeram uma discussao sobre a influéncia
da temperatura na aquisicdo dos espectros de CD. No ambito do projeto tematico
Biota/Fapesp, tem-se deparado com diversas moléculas naturais quirais, 0 que motivou a
realizar esse estudo de avaliacdo de compostos quirais isolados de extratos de plantas do
Cerrado utilizando a técnica de HPLC-CD-DAD. Esse estudo constitui um importante
diferencial em relagdo as abordagens que tem sido exploradas em nosso e em outros grupos de
pesquisas.

A técnica de HPLC-CD é uma das mais poderosas ferramentas disponiveis para a
investigacdo estereoquimica de moléculas oticamente ativas. Possui diversas vantagens como
alta velocidade, sensitividade, reprodutibilidade, entre outras, que fazem com que seja a
técnica mais utilizada, com um crescente numero de aplicacbes. Em relacdo a analise de
produtos naturais, diversos trabalhos tem surgido na literatura. No trabalho de Ren et al.
(2007), os autores separaram e analisaram a estereoquimica de quatro estereoisdbmeros
conhecidos como dracorupesinas (flavanonas) isoladas de Dracocephalum rupestre Hance.
Os atropoenantibmeros de um alcaléide conhecido como murrastifolina F, isolados de
espécies do género Murraya (Rutaceae), foram separados por essa técnica (BRINGMANN et
al., 2001), assim como fenilantraquinonas isoladas da espécie Bulbine frutescens (L.) Wild
(MUTANYATTA et al., 2005). Um trabalho interessante foi descrito por Bringmann et al.
(1999), em que os autores identificaram duas substancias, a isoquinolina filina e a
naftilisoquinolina 5-O-metildioncopeltina A, diretamente do extrato bruto, utilizando as
técnicas hifenadas HPLC-RMN, HPLC-MS e HPLC-CD.

Dentre as classes de substancias quirais encontradas em espécies vegetais, as
catequinas sdo as que vém despertando maior interesse devido as suas interessantes
propriedades farmacoldgicas. Além disso, essas substancias sdo largamente encontradas em
extratos e chas, como por exemplo o cha preto e o ché verde, que sdo extensamente utilizados
pela populacdo. Espécies da biodiversidade brasileira também séo ricas nessas substancias,

como por exemplo o “barbatimao”, Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville (MELLO;
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PETEREIT; NAHRSTEDT, 1999) e o guarana, Paullinia cupana Kunth (SOUSA et al.,
2010). As diferentes atividades farmacologicas apresentadas pelos estereoisbmeros da
catequina, portanto, geram preocupacfes quanto & garantia de sua pureza nesses extratos e
chas (NYFELER; MOSER; WALTER, 1983; BAIS et al., 2002).

As catequinas, apesar de estruturalmente simples, possuem dois estereocentros e, portanto,
quatro possiveis estereoisomeros (Fig. 26):

e (2R, 35)-(+)-catequing;

e (25, 3R)-(-)-catequina;

e (2R, 3R)-(-)-epicatequina;

e (2S, 35)-(+)-epicatequina.

OH
OH
OH
(2R,3S)-(+)-catequina (2S,3R)-(-)-catequina
OH OH
OH OH
HO o) HO o) s
s R]
S RJ
OH /o
OH OH
(2S,3S)-(+)-epicatequina (2R,3R)-(-)-epicatequina

Figura 26. Estereoisdmeros da catequina.

Os flavonoides séo sintetizados por enzimas presentes nas plantas. Acredita-se que
essas enzimas sejam estereosseletivas e, portanto, levem a apenas um enantiébmero, quando se
discute flavonoides quirais. Entretanto, alguns trabalhos recentes na literatura tem provado a

presencga dos enantidmeros menos comuns, como por exemplo no trabalho de Rinaldo et al.
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(2010). Neste trabalho, os autores discutem a presenca da (+)-(2S,3S)-epicatequina em
espécies de Byrsonima.

A primeira etapa no desenvolvimento de um método de HPLC para separacdo de
substancias oticamente ativas, e talvez a mais importante, é a escolha da fase estacionaria
quiral (FEQ).

Existem diversos tipos de FEQ, sendo que as quatro classes seguintes sdo as mais
utilizadas: fases baseadas em proteinas, em polissacarideos (carboidratos), ciclodextrina e as
fases de Pirkle.

O mecanismo de separacdo de enantidbmeros utilizando FEQ est4 fundamentada na
diferenca de energia entre os complexos diastereoméricos transitérios formados entre o seletor
quiral e os enantibmeros do soluto. As diferencas em estabilidade destes complexos
transitorios levam a diferentes tempos de retencdo na coluna. O enantibmero que forma o
complexo menos estavel elui primeiro (CASS; DEGANI, 2001).

Em cada tipo de fase estacionaria ocorrem diferentes interacfes com os analitos
quirais, proporcionando seletividade e resolucdo diferentes. Portanto, as colunas sao
selecionadas de acordo com 0s grupos presentes nos analitos que serdo analisados.

A maioria dos metabdlitos que serdo estudados neste trabalho pertence a classe dos
flavonoides, que sdo substancias de média e alta polaridade com grupos aromaticos
hidroxilados. Para analise desse tipo de metabdlito secundario, o tipo de fase estacionaria
quiral recomendada e com ampla aplicacdo na literatura € o de polimeros de carboidratos
(celulose ou amilose). Polissacarideos como a celulose e a amilose in natura apresentam
limitada capacidade de resolucdo quiral. Por outro lado, sdo facilmente convertidos a uma
variedade de derivados como tris-benzoatos e tris-fenilcarbamatos, criando novos sitios para
o reconhecimento quiral (BONATO et al., 2005). Dentre elas, as colunas do tipo Chiralcel®
OD tém sido as mais versateis para separacdes quirais (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997; YANEZ; ANDREWS; DAVIES, 2007).

Em nossos estudos, avaliamos a coluna Chiralcel® OD-H [fase normal - tris-(3,5-
dimetilfenilcarbamato de celulose)], que é descrita na literatura como tendo étima retencéo,
seletividade e resolucdo em andlises de enantidmeros de flavonoides (CACCAMESE et al.,
2005), a coluna IC [fase normal — tris-(3,5-diclorofenilcarbamato de celulose)] e a coluna

OD-RH [fase reversa — tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato de celulose)], Fig. 27.
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Figura 27. Fases estacionarias das colunas utilizadas neste trabalho.

O mecanismo de discriminacdo quiral em fases estacionarias baseadas em derivados
de polissacarideos tem sido extensivamente investigado usando dados cromatograficos,
espectroscopicos (ressonédnica magnética nuclear e espectrometria de massas) e célculos
computacionais. Esses estudos sugerem que os derivados de celulose e amilose apresentam
uma estrutura de “calha’ helicoidal com os grupos carbamatos e benzoatos localizados no seu
interior e 0s grupos aromaticos hidrofobicos localizados mais externamente. A resolugdo
quiral depende do ajuste dos enantidmeros nessa “calha’ do polissacarideo e dainteracdo com
0S grupos carbamato e benzoato (BONATO; JABOR; GAITANI, 2005).

Nos derivados tris-fenilcarbamatos, solutos quirais podem interagir atraves de ligacdes
de hidrogénio com os grupos NH e C=0 e interagdes dipolo-dipolo com os grupos C=0. As
interaces - do grupo fenil da fase estacionaria com grupos aromaticos do soluto podem ser
menos importantes que as interacdes polares, mas elas ndo podem ser ignoradas,
principalmente em separages no modo fase reversa. A habilidade de reconhecimento quiral
também é grandemente influenciada pelos substituintes do grupo fenil, como por exemplo,
grupos metil, etil, halogénios ou NO,. O efeito indutivo dos substituintes influencia a
resolucdo quiral quando eles estdo nas posicdes 3 ou 4. Geralmente, a introdugdo de um grupo
doador de elétrons (metil) ou aceptor de elétrons (halogénios) nessas posicdes melhora a
resolucdo de muitos racematos (YASHIMA, 2001). Derivados fenilcarbamatos de celulose
substituidos na posicdo 2 mostram um baixo grau de resolucdo, provavelmente porque o
impedimento estéreo de grupos metil nessa posicao impede que o derivado fenilcarbamato

assuma uma estrutura regular. Menor grau de resolucéo quiral também € observado quando 0s
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substituintes do anel aromatico sdo os grupos NO, ou OCHjs, nesse caso por causa da alta
polaridade desses grupos (OKAMOTO; KAIDA, 1994; BONATO; JABOR; GAITANI,
2005).

O estudo da quiralidade das moléculas por HPLC-CD-DAD foi iniciado com as
flavanonas e catequinas, pois sdo as substancias naturais relativamente mais simples de que
dispomos e que ocorrem largamente nas plantas estudadas no projeto Biota. Os métodos
desenvolvidos foram utilizados em extratos vegetais, facilitando a identificacdo dessas
substancias nas plantas estudadas no projeto Biota, sem a necessidade de técnicas demoradas

de separacdo, comumente utilizadas para o estudo desse tipo de composto.

2. DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA ESTUDO QUIRAL DE
EXTRATOS VEGETAIS

2.1 Flavanonas

As flavanonas possuem duas caracteristicas estruturais que sdo importantes na
determinacdo de suas configuracbes absolutas: a auséncia da ligacdo dupla C2-C3 e a
presenca do estereocentro C2 (SLADE; FERREIRA; MARAIS, 2005), como pode ser visto

na Figura 28, que ilustra a estrutura dos enantibmeros da naringenina.

OH
HO 0 O/

|
Q

OH
(R)-naringenina (:S)-naringenina
ou ou
(+)-naringenina (-)}-naringenina

Figura 28. Estruturas dos enantidmeros da naringenina.



109
Tese de Doutorado — Juliana Rodrigues

Diversos trabalhos na literatura relatam a separacdo de flavanonas utilizando colunas
do tipo OD-H e misturas de hexano/alcool (EtOH ou iso-PrOH) como fase moével. Além
disso, a estratégia proposta por Snyder, Kirkland e Glajch (1997), e que sera seguida neste
trabalho, prop®e, inicialmente, o uso de diferentes misturas de Hex/EtOH.

O padrao de (z)-naringenina foi preparado em uma mistura de hexano/EtOH 1:1 v/v,

em uma concentragdo de 200 zg.mL™.

Como fase mavel utilizou-se Hex/EtOH (Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente
B: EtOH + 0,1% de TFA).

A otimizacdo de uma separacdo quiral deve ser baseada em parametros
cromatograficos ja discutidos. A habilidade de uma analise separar dois enantibmeros é
medida pela enantioseletividade, ou seja, o valor do fator de separacdo para o0s dois
enantibmeros. Um par de enantidmeros é considerado resolvido se a« > 1,1 e Rs = 1,5
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Inicialmente utilizou-se um sistema isocratico de Hex/EtOH (90:10 v/v). Diversas
analises foram realizadas com o intuito de otimizar os parametros cromatograficos. O melhor
sistema encontrado foi Hex/EtOH 80:20, cujo cromatograma esta mostrado na Figura 29 e na
tabela 15 os valores dos parametros cromatograficos. Foi determinado V, = 2,65 mL para a

coluna, portanto t, = 5,30 min a uma vaz&o de 0,5 mL.min™.
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Figura 29. Perfil cromatogréfico do padrdo de (z)-naringenina por HPLC-CD-DAD. [Coluna Chiralcel OD-H,;
Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 80:20 A/B em 40 min; vazdo 0,5
mL.min™; volume de injecdo: 10 zL; 4 289 nm].
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Nesse cromatograma, a resolucéo é Ry= 2,94 e a = 1,18, que sdo valores adequados, e

0 tempo de corrida de 30 minutos foi considerado bom para um extrato vegetal.

Tabela 15. Valores de t e a para 0s principais picos do cromatograma do padrdo de (+)-naringenina.

Pico tz (Min) k a R,
1 16,3 2,07 01,=1,18 Ry,=2,94
2 18,3 2,45

O equipamento de HPLC-CD utilizado em nosso laboratério permite que o eluente da
coluna seja aprisionado dentro na cela do detector de CD permitindo a obtencdo de seu
espectro. Desse modo os espectros de CD dos dois picos separados no cromatograma foram

obtidos e estdo mostrados na Figura 30.

: R)

|
a |

“ 15
. 1 10

H
. - N cbmdeg] -
b \‘ J" ~A . ~
’ ‘ v[ |
1 N 7220 250 300 350 400 420
] \‘\ Comprimento de onda (nm)

y
o I T )
Minutos

Figura 30. Cromatograma de CD da mistura de (£)-naringenina e espectros de CD dos dois picos.

O espectro de CD da (-)-naringenina exibe dois Efeitos Cotton (EC) opostos, um
devido a forte absorcdo do cromdforo acetofenona trissubstituido em cerca de 285 nm e outro
em um A abaixo de 240 nm parcialmente devido ao cromoforo metilfenol. O EC positivo na
regido de 285 nm caracteriza a conformacdo R da (+)-naringenina e um EC negativo a
conformacéo S da (-)-naringenina (CACCAMESE et al., 2005).

Segundo Gaffield (1970) a maioria das flavanonas de ocorréncia natural possui o
grupo fenil no carbono 2 em orientacio o, ou Seja, em posicdo equatorial,

termodinamicamente favorecida. Dessa forma, essas flavanonas possuem a configuracao S.
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A analise dos espectros de CD permitiu estabelecer a ordem de eluicdo dos
enantibmeros. O primeiro pico, com ty de 16,3 min, refere-se a (+)-naringenina e 0 segundo
pico, em t; 18,3 min, refere-se a (-)-naringenina.

A coluna OD-RH tambem foi testada. Como fase movel utilizou-se H,O/ ACN/MeOH
(Solvente A: H,0 + 0,05% Ac. formico, Solvente B: ACN + 0,05% de Ac. formico e Solvente
C: MeOH + 0,05% Ac. formico). N&o se utilizou o TFA pois esse acido causa um efeito de
memoria na coluna, ou seja, 0 arraste da amostra injetada em uma andlise posterior
(MALDANER; JARDIM, 2009).

Vérios métodos isocréaticos e gradientes foram testados, sendo que o melhor resultado
foi obtido com o sistema H,O/ACN/MeOH 57:40:3 (v/v), cujo cromatograma esta mostrado

na Figura 31.
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Figura 31. Perfil cromatogr'éfico do padréo de (x)-naringenina por HPLC-CD-DAD. [Coluna Chiralcel OD-RH;
Solvente A: H,0 + 0,05% Ac. Férmico, Solvente B: ACN + 0,05% Ac. Férmico e Solvente C: MeOH + 0,05%

Ac. Formico; método: 57:40:3 A/B/C em 20 min; vaz&o 0,5 mL.min™; volume de injecao: 10 zd_; 1 289 nm].

Neste cromatograma, a resolucéo é Rs = 1,09 e a = 1,08, que sao valores aceitaveis.

Os resultados obtidos com a coluna de fase normal OD-H foram melhores, com
melhor resolugdo quando comparado com os resultados obtidos com a coluna de fase reversa
(OD-RH). Isso ocorre provavelmente devido a uma interacdo mais eficiente entre a fase

estacionaria da primeira coluna e as substancias em analise.
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2.2 Catequinas

Para a separacdo das catequinas seguiu-se a mesma estratégia descrita para as
flavanonas.

Os padrbes foram preparados em uma mistura de Hex/EtOH 1:1 v/v em uma
concentracdo de 200 zg.mL™. Como fase mével utilizou-se Hex/EtOH (Solvente A: Hexano
+0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% de TFA).

Os parametros foram otimizados e o melhor sistema encontrado foi Hex/EtOH 75:25

(isocrético). Na Figura 32 estd mostrado o cromatograma e na Tabela 16 seus parametros
cromatograficos.
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Figura 32. Perfil cromatografico do padrdo de (x)-catequina e (x)-epicatequina por HPLC-CD-DAD. [Coluna
Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 75:25 A/B em 60
min; vazdo 0,5 mL.min*; volume de injego: 10 zd_; A 280 nm].

Tabela 16. Valores de tz e a para 0s principais picos do cromatograma dos padrdes de (+)-catequina e (&)-
epicatequina.

Pico tz (Min) K a R

1 13,0 1,45 01,=114 R.=0,8
2 14,1 1,66

3 21,9 3,13 034=2,10 Rg4=5,0
4 40,1 6,57

Neste cromatograma , a resolucdo é Rs = 0,8 e « = 1,14 para o par de bandas critico

(picos 1 e 2), que sdo valores adequados, e 0 tempo de corrida de 60 minutos foi considerado
bom para um extrato vegetal.
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Apesar de a resolucdo entre os componentes 1 e 2 estar abaixo do valor ideal, é
possivel identificar inequivocamente cada um deles com o espectro de CD. Na Figura 33

podemos observar o cromatograma de CD a 280 nm e 0s respectivos espectros.
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Figura 33. Cromatograma de CD da mistura de (z)-catequina e (£)-epicatequina (4 280 nm) e espectros de CD
dos quatro picos [pico 1: (-)-(2S,3R)-catequina; pico 2: (+)-(2R,3S)-catequina; pico 3: (-)-(2R,3R)-epicatequina;
pico 4: (+)-(2S,3S)-epicatequina].

Os derivados de catequinas possuem dois cromoforos aromaticos: os anéis benzénicos
A e B, com bandas de absor¢do em torno de 280 nm (chamada transigédo L,) e 240 nm
(transicdo L,), respectivamente. Dados de CD da literatura indicam que as configuracées 2-
(R) e 2-(S) originam EC negativo e positivo, respectivamente, para o cromoforo A. Ja para a

transicdo L, (cromodforo B), um EC positivo caracteriza a configuracdo 3-(R) e um EC
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negativo a configuracao 3-(S) (KORVER; WILKINS, 1971; SLADE; FERREIRA; MARAIS,
2005).

Com isso, foi possivel estabelecer a ordem de eluicdo dos diastereocisdmeros como
sendo: (-)-(2S,3R)-catequina (tz = 13,0 min), (+)-(2R,3S)-catequina (tx = 14,1 min), (-)-
(2R,3R)-epicatequina (tz = 21,9 min) e (+)-(2S,3S)-epicatequina (tz = 40,1 min).

Duas outras colunas quirais foram testadas, a OD-RH e a IC. Os resultados alcangados
ndo foram t&o eficientes como os discutidos acima, sendo que em nenhuma das colunas foi
possivel efetuar a separacdo dos dois enantidmeros de catequinas.

Na Figura 34 é mostrado o cromatograma obtido na coluna IC e na Figura 35 o
cromatograma da coluna OD-RH.

mv
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Figura 34. Perfil cromatografico do padrdo de (z)-catequina e (x)-epicatequina por HPLC-CD-DAD. [Coluna
Chiralcel IC; Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 75:25 A/B em 30
min; vazdo 0,5 mL.min*; volume de injegdo: 10 zd_; A 280 nm].
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Figura 35. Perfil cromatografico do padrdo de (z)-catequina e (+)-epicatequina por HPLC-CD-DAD. [Coluna
Chiralcel OD-RH; Solvente A: H,O + 0,05% Ac. férmico, Solvente B: MeOH + 0,05% Ac. formico e Solvente
C: n-PrOH + 0,05% Ac. férmico; método: 75:5:15 A/B/C em 30 min; vazdo 0,5 mL.min™; volume de injecéo: 10
AL 2280 nm]

No cromatograma HPLC-CD da mistura de (#)-catequina observa-se que houve a
separacdo entre os enantiomeros nas duas colunas (Fig. 36). Entretanto, a baixa resolucao

entre 0s picos ndo permite uma analise quantitativa dessas substancias em um extrato.
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(@ (b)

Figura 36. Cromatograma de CD da mistura de (+)-catequina nas colunas Chiralcel IC (a) e Chiralcel OD-RH
(b); A 280 nm.

2.3 Construcédo das curvas analiticas

E medindo-se as areas cromatograficas que se estabelecem as quantidades de analitos
em amostras analisadas e a melhor forma de realizar quantificacfes é a baseada numa Curva
Analitica. A Curva Analitica € a relacdo entre sinais — no caso as areas — e quantidades do
analito a ser quantificado.

A solucdo estoque foi preparada a partir de uma mistura dos padrdes (+)-(2R,3S)-
catequina (5,1 mg, concentracdo 1,02 mg.mL™) e (-)-(2R,3R)-epicatequina (5,2 mg,
concentracdo 1,04 mg.mL™), solubilizados em 5 mL de uma solugdo Hex/EtOH 1:1 + 0,1 %
TFA. Essa solucdo foi mantida sob refrigeracédo (4 °C) e protegidas da claridade para evitar a
epimerizacdo dos padrbes. Foram utilizados somente esses padrdes, pois 0s enantidmeros
[(£)-catequina; assim como (+)-epicatequina] possuem a mesma resposta no DAD.

As solucgdes-padrdo foram feitas a partir de diluicdes da solugdo estoque com
micropipetas de alta precisdo, e cobriram oito niveis de concentracdo: 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0;
20,0; 50,0 e 100 xg.mL™. Cada uma das solucdes foi preparada em triplicata. Todas foram
armazenadas sob refrigeracéo.

Os padroes foram analisados por HPLC-CD-DAD e injetados em triplicata e a
resposta de absorcdo obtida em 280 nm. Os dados experimentais da curva foram submetidos
ao teste de Huber para a rejeicdo de andmalos (valores claramente destoantes, oriundos de
algum erro e que, se usados, descaracterizam o significado da média). Ao final, a area sob 0s
picos cromatograficos foi calculada e os valores obtidos interpolados em funcdo da
concentracdo usando regressao linear (VALENTE, AUGUSTO, RIEDO, 2011).

Utilizando-se um k = 2 (k é um fator que pode variar de 2 a 8, quanto menor, mais

estreito o limite para desprezar os resultados andémalos e, consequentemente, mais confiavel o
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resultado), houve a necessidade de rejeicdo de 4 valores para a catequina e 5 valores para a
epicatequina, e os coeficientes de correlagdo (r°) ficaram entre 0,992 e 0,995. Os limites de
deteccdo e de quantificacdo foram calculados de acordo com a IUPAC e os valores expostos
na tabela 17, revelam que estes se encontram préximos do primeiro e segundo ponto da curva
[para a (-)-epicatequina] e segundo e terceito ponto da curva [para a (+)-catequina],
respectivamente, cujos resultados indicam uma maior confiabilidade do sistema de deteccéo.
Em comparagdo com quantidades de catequinas encontradas em extratos vegetais (ITO et al.,
2003; GOTTI et al., 2006), o LD e LQ sdo satisfatérios para a determinacdo das mesmas. As

curvas analiticas obtidas estdo mostradas na Figura 37.

Tabela 17. Dados das curvas analiticas dos padrdes de (+)-catequina e (-)-epicatequina.

Substancia Faixa de Equacéo da curva analitica® LD/ LQ/ Fator de
linearidade/ (ug/mL)®  (ug/mL)°  correlacdo
(ug/mL) (r’)

(+)-catequina 2,32-100 3,93.10°C + 6,61.10" 0,770 2,32 0,992
(-)-epicatequina 1,27-100 3,72.10°EC —1,92.10° 0,420 1,27 0,995

% Qito pontos (n = 3); C: a concentragdo da substancia (ug/mL).

® LD= limite de deteccdo; LQ= limite de quantificacéo.

(a) (b)

4,00E+007

2,00E+007

0,00E+000 4=

i 4,00E+007 -

2,00E+007

Area

0,00E+000
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Figura 37. Curvas analiticas da (+)-catequina (a) e da (-)-epicatequina (b).

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da substancia em exame

que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo
da substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental (RIBANI et al., 2004). O fator de correlacdo avalia a linearidade do método, ou
seja, capacidade de gerar resultados proporcionais a concentragdo do composto dentro de uma

faixa analitica especificada.Valores acima de 0,99 sdo aceitaveis (CASS; DEGANI, 2001).
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Quanto mais préximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais (RIBANI
etal., 2004).

2.4 Preparacéo de amostra, teste de seletividade, recuperacéo e precisao

Os infusos das espécies de Miconia estudadas foram submetidos a um clean-up com o
objetivo de obter fragdes enriquecidas com catequinas, livres de interferentes, promovendo
assim uma melhora na seletividade nas analises e uma maior vida Util da coluna quiral.

Uma etapa de clean-up é fundamental para eliminar compostos indesejaveis e que
fazem parte da constituicdo da matriz, principalmente aqueles presentes em extratos vegetais e
matrizes bioldgicas, as quais podem interferir drasticamente no metodo analitico a ser
executado. Além do mais, a etapa de clean-up pode estar intimamente ligada a longevidade de
parte da instrumentacdo usada. Uma forma de minimizar os custos relacionados aos processos
de investigacdo classicos e maximizar os resultados da anélise compreende a utilizacdo, em
uma etapa prévia, da extragdo em fase sélida (SPE), seguida de andlise cromatogréfica. A SPE
¢ uma técnica de separacdo liquido-solido baseada nos mecanismos de separacdo da
cromatografia liquida de baixa pressdo. A SPE, em sua forma mais simples e conhecida,
comporta-se como uma cromatografia liquida empregando-se uma pequena coluna aberta,
usualmente denominada cartucho de extragdo, a qual contém a fase sélida (fase estacionaria)
(CASS; DEGANI, 2001). Isso permite a caracterizacdo quimica de uma matriz complexa com
a eliminacdo de possiveis interferentes durante o processo de avaliagdo cromatografica
(LANCAS, 2004). Nesse caso, ocorre a retencdo seletiva dos componentes de interesse
presentes numa matriz complexa pelo suporte usado, ou o contrario. Os interferentes menos
retidos sdo eluidos com um solvente de baixa forca de eluicdo e os analitos removidos com
um solvente forte (K ~ 0), isso possibilita 0 uso de pequenos volumes do solvente extrator,
resultando no aumento da sensibilidade do método empregado, pois o nivel de diluicdo passa
a ser muito pequeno, além de ser um método rapido e eliminar problemas de emulsdo na
preparacdo das amostras (CASS; DEGANI, 2001). Portanto, a SPE foi o0 método escolhido
para a preparacdo de amostras para as analises por cromatografia quiral.

Foram testados 3 tipos de cartuchos diferentes: fase normal (silica), fase reversa (Cis)

e fase reversa polimérica (OASIS). Em todos os cartuchos testados, foram avaliados a
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seletividade, isto €, habilidade do método em separar as substancias de interesse de
componentes que podem interferir na sua determinacéo, e a recuperacdo das catequinas.

A seletividade dos cartuchos foi avaliada quanto a capacidade de separar as catequinas
de outros metabdlitos presentes no infuso. Para isso foram analisadas diversas fracGes, eluidas
em diversas misturas de solventes (Tabela 18). Nessa etapa do trabalho, as fracdes foram

analisas por HPLC-DAD em fase reversa.

Tabela 18. Métodos utilizados para clean-up do infuso de Byrsonima crassa.

Adsorvente Solventes Sistemas de eluicao
Silica gel* Hexano / Etanol 9:1 ; 1:1; EtOH
Silica gel Hexano / Etanol + 0,1% TFA 9:1 ; 1:1 ; EtOH
OASIS? H,O / MeOH / ACN 95:5 (H,O0/MeOH) ; 1:1 (ACN/MeOH)
OASIS H,O / MeOH 8:2 ; 4:6 ; MeOH
Cis H,O / MeOH 8:2 ; 1:1 ; MeOH

'O cartucho de fase normal (silica) foi empacotado em nosso laboratério utilizando hexano como
solvente com 500 mg de silica gel H da Merck® com tamanho de particulas de 10 a 40 zm, em uma
seringa de 1,0 cm d. i., e apds 0 empacotamento a fase estacionaria apresentou uma altura de 1,5 cm.
Empacotamento e condicionamento com hexano.

20 cartucho de fase reversa polimérica utilizado foi 0 OASIS da marca Waters® com 150 mg de fase
estacionaria e 0,5 cm de altura por 1,3 cmd. i.

Para os testes em fase reversa (Cyg), utilizou-se cartuchos de 2 marcas diferentes, STRATA
Phenomenex® e Supelco®, ambos com 500 mg de fase estacionaria e 1,5 cm de altura por 1,0 cm d. i.

Todas as fragdes foram secas, ressuspendidas em 1 mL de H,O/MeOH (95:5 v/v)
acidificado com 0,1% de TFA e injetadas no HPLC-DAD.

No cartucho de fase normal, 1,0 mL do infuso foi congelado, liofilizado,
ressuspendido em 1 mL de Hex/EtOH (9:1 v/v) e aplicado no cartucho ja condicionado com
hexano.

Nos cartuchos de fase reversa, ativados com 5 mL de MeOH e condicionados com 5
mL de H,O, foi aplicado uma aliquota de 1 mL da solucdo acidificada com 2% de acido
acetico (o acido aumenta a recuperacao das catequinas).

Os cartuchos que apresentaram melhor seletividade foram os cartuchos de Cig como
fase estacionaria. Portanto o teste de recuperacdo (exatidao) foi realizado somente nesses dois
cartuchos.

A recuperacdo do método foi avaliada em trés niveis de concentracdes, 2, 50 e 100
ug.mL™?, que sdo, respectivamente, a menor concentracdo, concentracdo média e maior
concentragdo dentro da faixa linear. Para os testes, foi escolhido arbitrariamente o infuso das
folhas de Byrsonima crassa, uma espécie estudada em nosso laboratério rica em catequinas,
fortificado com 20 uL, 500 gL e 1000 uL de uma solucéo estoque de 1 mg.mL™ de (+)-

(2R,3S)-catequina e (-)-(2R,3R)-epicatequina. As aliquotas fortificadas foram eluidas nos
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sistemas de solventes especificados na Tabela 18, apresentando Oétimas seletividade e
porcentagens de recuperacdo nos cartuchos de Cyg testados. Apos a eluicédo, as fragdes foram
secas, ressuspendidas em 1mL de Hex/EtOH (1:1, v/v) acidificado com 0,1% de TFA e
injetadas no sistema de HPLC quiral (esquema 5).

1 mL de infuso

Cartucho de SPE C;5
(ativado e equilibrado*)

H,O/MeOH 8:2 H,O/MeOH 1:1 MeOH 100%
5mL 5mL 5mL

1) Secagem em ar comprimido
2) Russuspensdo em 5 mL de
Hex/EtOH 1:1 (v/v) 0,1% TFA

Fr. 8:2 Fr.1:1 Fr. MeOH

HPLC-CD-DAD

* Ativagdo com 5 mL de MeOH e condicionamento com 5 mL de H,O

Esquema 5. Metodologia de clean-up desenvolvida para o estudo quiral das catequinas.

Os derivados de catequina foram concentrados na fracdo 8:2, enquanto 0s outros
componentes do infuso eluiram nas fragdes 1:1 e MeOH.

A porcentagem aceitavel de recuperacdo em anélises de principio ativo em matéria
prima vegetal, estabelecida pela Anvisa, deve estar na faixa de 80-120% (AGENCIA..., 2011)

Embora os cartuchos de C;g tenham apresentado uma seletividade satisfatoria, o
STRATA Phenomenex® foi o que apresentou uma melhor recuperacdo e, portanto, foi o

escolhido para a utilizacdo no método (tabela 19).

Tabela 19. Recuperacdo da (+)-catequina e (-)-epicatequina nos cartuchos de Cg testados.

Cartuchos de Cyg Recuperacéo (%) + DPR (%)
(+)-catequina (-)-epicatequina

STRATA Phenomenex 99,8+4,2 100,7+2,3

Supelco 55,6 £2,8 61,1+ 3,3

# Cada valor representam a média de trés replicatas (n = 3).
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O Desvio Padrao Relativo (DPR) é uma medida da precisdo do método, ou seja,
representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condic6es definidas (RIBANI et al., 2004).

A repetibilidade (intra-dia) e precisdo intermediaria (inter-dia) foram realizadas
avaliando os t; e areas dos picos de solugdes contendo os quatro estereoisbmeros da
catequina, em trés niveis de concentracdo, 2, 50 e 100 zg.mL™,

Dez inje¢des de cada concentragdo foram realizadas. Os resultados obtidos foram: 0,3-
3,8% (intra-dia) e 2,0-4,8% (inter-dia), mostrando que o método possui uma boa precisao, ja
que, em relacdo a extratos vegetais, um desvio padrao relativo menor que 5 % € aceitavel.

Esse método foi aplicado para analise quali e quantitativa das espécies de Miconia
estudadas neste trabalho e outras espécies que possuem catequinas que sdo estudadas em

nosso laboratorio.

3. APLICACAO DO METODO

3.1 Analise quali e quantitativa de espécies de Miconia

Foi analisado o infuso das folhas de M. rubiginosa para a identificacdo e quantificacdo
dos derivados de catequina presentes nesta espécie.

A quantificacdo foi feita pelo método de calibracdo externa, ou seja, as areas dos picos
de cada analito foram medidas e comparadas com aquelas obtidas para as solugdes de
referéncia de (-)-(2R,3R)-epicatequina e (+)-(2R,3S)-catequina (curvas obtidas no item 2.3).

O procedimento de preparacao esta ilustrado no esquema 6. Uma quantidade exata (1

mL) da solucéo resultante foi submetida ao clean-up desenvolvido.

10 g folhas secas e moidas

Adicdo de 10 mL de H,0 a 70 °C
10 min de renouso: filtracdo com funil de Biichner

Infuso

Acidificacdo com &cido acético (2%)
Correcao do volume para 10 mL

Infuso acidificado

Esquema 6. Metodologia utilizada para preparacdo do infuso de M. rubiginosa para analise por HPLC-CD-
DAD.



121
Tese de Doutorado — Juliana Rodrigues

Foi possivel observar somente a presenca da (-)-(2R,3R)-epicatequina (Fig. 38), ja

isolada desta espécie.

300 3

200 4

mv

100

T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Minutes

Figura 38. Cromatograma da fracdo 8:2 do infuso das folhas de M. rubiginosa [Coluna Chiralcel OD-H;
Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 75:25 A/B em 60 min; vazdo 0,5
mL.min™; volume de injecdo: 10 zL; 1 280 nm].

E bem estabelecido que pode ocorrer a epimerizacdo das catequinas durante o
processo de producdo do cha. Essas substancias sofrem epimerizacéo no C-2. Esse processo é
acelerado em valores de pH maiores que 6,0. Por isso, as amostras analisadas foram
acidificadas com 2% de acido acetico (pH4).

Para analisar se houve epimerizacdo, uma solucdo padrao [(+)-(2R,3S)-catequina e (-)-
(2R,3R)-epicatequina] foi submetida aos mesmos procedimentos de extracdo e clean-up
realizados com o infuso. As fragdes foram analisadas por HPLC-CD-DAD. Nas condigdes
utilizadas ndo se observou epimerizagéo.

A recuperacdo foi avaliada em trés niveis de concentracdes, 2, 25 e 50 ug mL™. O
infuso foi fortificado com 20, 250 e 500 uL de uma solugdo estoque de 1 mg.mL™ de (+)-
(2R,3S)-catequina e (-)-(2R,3R)-epicatequina.

Os resultados de recuperacdo e de quantificacdo da (-)-(2R,3R)-epicatequina sao

mostrados na tabela 20.

Tabela 20. Dados quantitativos e de recuperac¢ao do infuso de M. rubiginosa.
Recuperacéo + DPR %  Concentracfo/(xg g*)* + DPR %
70,6 +2,2 15+04
®Os valores representam a média de trés replicatas (n = 3)

O infuso das folhas de Miconia stenostachya foi submetido ao clean-up para anélise

quiral de derivados de catequina.
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Analise por HPLC-CD-DAD permitiu inferir que as substancias derivadas da
galocatequina interferiram na identificacdo dos derivados de catequina, como pode ser
observado no cromatograma da figura 39. Os espectros no UV das substancias sao mostrados

na figura 40.

Minutes

Figura 39. Perfil cromatografico do infuso das folhas de Miconia stenostachya por HPLC-CD-DAD [Coluna
Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 75:25 A/B em 60
min; vazdo 0,5 mL.min™"; volume de injecdo: 10 xL; A 280 nm]. Pico 1: (+)-4 -O-metilgalocatequina; Pico 2: (-)-
epicatequina; Pico 3: (-)-4'-O-metilepigalocatequina.
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Figura 40. Espectros no UV das substancias presentes no infuso das folhas de M. stenostachya.
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A substancia 1 [(+)-(2R,3S)-4’-O-metilgalocatequina] possui tempo de retencdo na
mesma regido da (+)-(2R,3S)-catequina e da (-)-(2S,3R)-catequina. Portanto, se essas
substancias estiverem presentes ndo sera possivel identifica-las por esse método.

Portanto, é necessario desenvolver um método especifico para espécies de plantas que
possuem derivados de galocatequina e epigalocatequina.

A espécie Miconia cabucu foi submetida ao método desenvolvido e, analise por
HPLC-CD-DAD com coluna de Cyg, evidenciou a auséncia de derivados de catequina nesta

espécie.

3.2 Aplicacédo do método desenvolvido para outra espécie vegetal: analise qualitativa

da espécie Maytenus obtusifolia Mart.

O género Maytenus € o mais representativo da familia Celestraceae com cerca de 225
espécies distribuidas em todo o mundo. Algumas espécies sdo utilizadas na medicina
tradicional para tratamento de doengas estomacais (ALMEIDA et al., 2010). Esse género tem
sido extensivamente investigado por varios grupos de pesquisas no Brasil e no mundo. Nas
espécies de Maytenus foram identificados diversas classes de metabolitos secundarios,
principalmente terpenos, alcaloides, flavonoides e taninos. Quanto as propriedades bioldgicas
possuem atividades antioxidante, antitumoral, antitlcera, antibacteriana, anti-inflamatéria e
neuroléptica (SILVA et al., 2008; SOUSA; ALMEIDA, 2005). Alguns trabalhos discutem a
atividade antioxidante de derivados de catequina isolados de espécies de Maytenus
(CORSINO et al., 2003). Pessuto et al. (2009) demonstraram que a estereoquimica desses
derivados influencia na capacidade sequestradora de radicais livres.

As folhas de Maytenus sdo utilizadas na forma de infusos. Existem diversos produtos
comerciais no mercado, vendidos com o nome de “Espinheira-Santa’. Devido a presenca de
derivados de catequina nestas espécies e aos estudos que mostraram que as atividades
bioldgicas estdo intimamente relacionadas com a estereoquimica dessas substancias, é
essencial um método para identificar rapida e corretamente 0s enantidmeros presentes nestas
espécies.

A espécie Maytenus obtusifolia Mart. € encontrada em varios Estados das regides
Nordeste e Sudeste do Brasil. E utilizada na medicina tradicional para o tratamento de Glceras
(SILVA et al., 2008).
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A espécie M. obtusifolia foi submetida ao método desenvolvido em HPLC-CD-DAD
para analise qualitativa, ou seja, para avaliar a presenca de derivados de catequina.

O extrato etanolico da folhas de M. obtusifolia foi submetido ao mesmo procedimento
de clean-up utilizado para as espécies de Miconia.

A fracdo 8:2 (H,O/MeOH) foi ressupendida em Hex/EtOH 1:1 + 0,1% TFA e
analisada por HPLC-CD-DAD. O cromatograma € mostrado na Fig. 41.
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Figura 41. Perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas de Maytenus obtusifolia por HPLC-CD-DAD
[Coluna Chiralcel OD-H; Solvente A: Hexano + 0,1% TFA e Solvente B: EtOH + 0,1% TFA; método: 75:25
A/B em 60 min; vazdo 0,5 mL.min™"; volume de injec&o: 10 xL; 1 280 nm].

Através do cromatograma, pode-se observar que na espécie M. obtusifolia ha a

presenca dos estereoisémeros (+)-(2R,3S)-catequina e (-)-(2R,3R)-epicatequina.

(+)-(2R,3S)-Catequina e (-)-(2R,3R)-epicatequina sdo os isdbmeros 6ticos mais comuns
encontrados na natureza. Entretanto os enantidmeros ja foram encontrados em espécies
vegetais, como descreve o trabalho de Rinaldo et al. (2010), onde a (-)-(2R,3R)-epicatequina
foi identificada em espécies de Byrsonima. Na espécie Peperomia obtusifolia, pertencente a
familia Piperaceae, foram encontrados os dois enantidmeros de um cromano (BATISTA
JUNIOR et al., 2009). A correta identificacdo dos derivados de catequina presentes em uma
planta é de extrema importancia, visto que esses estereoisdbmeros possuem diferentes
atividades bioldgicas. Os enantibmeros da catequina apresentam atividades opostas no
metabolismo glicogénico quando testados em ratos, enquanto a (+)-catequina estimulou em
90% a producdo do glicogénio, a (-)-catequina inibiu 90% a produc¢do do mesmo (NYFELER,;
MOSER; WALTER, 1983). Elas também mostraram diferentes atividades alelopaticas, em
que a (-)-catequina apresentou atividade fitotoxica e a (+)-catequina apresentou atividade
antimicrobiana contra patdgenos presentes em raizes de Centaurea maculosa, “Flor do mal”
(BAIS et al., 2002).
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O controle de qualidade de um cha deve incluir ndo somente a avaliacdo da presenca
de catequinas, mas também a quantificacdo de cada enantidmero presente na espécie. Para que
se possa raciocinar mais concretamente a respeito da possivel relacdo entre a composicao
quimica e a atividade bioldgica observada, ndo é desejavel apenas o reconhecimento
qualitativo do perfil quimico: nem sempre o metabdlito secundario isolado € aquele
responsavel pela atividade bioldgica e nem sempre é isolado o metabdlito secundario presente
em maior quantidade, mas sim aquele cuja técnica aplicada permitiu seu isolamento. Além
disso, para o registro de um fitoterapico, segundo a atual legislacdo brasileira, € uma
exigéncia que se proceda as analises quali e quantitativa do material a fim de n&o por em risco
a saude da populacdo com medicamentos de origem duvidosa e cuja dose pode estar longe de
ser a terapéutica, mas sim proxima a dose toxica.

O cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo e é reconhecido pela sua alta
quantidade de polifendis, em particular as catequinas. Acredita-se que essas substancias,
juntamente com taninos, sejam responsaveis pelos efeitos benéficos dos chés, tais como
propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénica, antivirais, antibacteriana,
antiséptica, diurética, contra diarreia e inibicdo da replicacdo do HIV.

O cha verde e o cha preto, obtidos da espécie Camellia sinensis, estdo entre 0s mais
populares. No cha verde, as catequinas correspondem a aproximadamente 20% da massa seca.
Existem vérios estudos de quantificacdo na literatura para os diversos derivados de catequina
presentes neste cha. No trabalho de Chen et al. (2001), os autores encontraram que a (-)-
(2R,3R)-epicatequina esta presente numa quantidade de 0,11 g/100 g de folhas no cha preto e
0,32-1,41 g/100 g de folhas secas no cha verde, neste caso sendo analisadas diversas marcas
comerciais. Outras plantas do género Camellia também foram estudadas quanto ao teor de
catequinas. Nas espécies C. oleifera e C. tenuifolia foram encontradas quantidades de (-)-
(2R,3R)-epicatequina de 1,78 e 1,53 mg/g, respectivamente (WAY et al., 2009).

Nos chés pretos, a quantidade de catequina é menor devido a processos de oxidacdo
e/ou polimerizacdo, os quais sdo promovidos nesse tipo de matriz (PELILLO et al., 2002).
Esse fato pode explicar a baixa concentracdo de (-)-(2R,3R)-epicatequina encontrada em M.
rubiginosa, ja que essa espécie possui uma grande quantidade de substancias poliméricas, tais

como taninos.
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CONSIDERACOES FINAIS, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

As espécies de Miconia possuem metabolitos e atividades bioldgicas interessantes, o
gue nos motivou a continuar o trabalho com esse género.

O método de extracdo escolhido foi a preparacdo por infusdo, pois foi efetivo na
extracdo de catequinas, substancias de interesse nesta etapa do trabalho, devido apresentar
interessantes atividades farmacoldgicas, que estdo relacionadas com sua estereoquimica.
Além disso, esse tipo de extracdo é rapido e ndo utiliza solventes prejudiciais a salde e ao
meio-ambiente, além de ser a preparacdo que mais se assemelha com as utilizadas pela
populagéo.

A primeira etapa do estudo fitoquimico foi a obtencdo dos perfis cromatograficos. Os
métodos desenvolvidos permitiram uma boa resolucdo entre as substancias. Em etapa
posterior, os picos foram identificados por coinje¢cdo com as substancias isoladas.

A Fracdo AcOEt obtida do infuso das folhas de M. rubiginosa foi fracionada por
HSCCC. Foram isoladas as substancias (-)-(2R,3R)-epicatequina (Mr1), casuarictina (Mr2),
canferol-3-O-f-galactopiranosideo (Mr3) e schinzandrisideo (Mr4).

As substancias quirais isoladas de M. rubiginosa tiveram sua estereoquimica absoluta
confirmada através da técnica de HPLC-CD-DAD. Os Efeitos Cotton (EC) obtidos para Mr1
(positivo em 240 nm e negativo em 280 nm) indicaram a configuracdo 3-R e 2-R, da (-)-
epicatequina. Para o elagitanino Mr2, o EC negativo em 235 nm possibilitou a identificacdo
da casuatictina [configuracdo (S) para o grupo HHDP]. A substancia Mr4 isolada de M.
rubiginosa teve sua estereoquimica absoluta confirmada através da técnica de HPLC-CD-
DAD. O EC negativo observado em 284 nm, além dos valores das constantes de acoplamento
entre H-7" e H-8 e H-8 e H-8, indicaram a configuracdo absoluta 7-(S), 8-(R) e 8-(R) do
schinzandrisideo.

A Fracdo AcOEt obtida do infuso das folhas de M. stenostachya foi submetida a
cromatografia de exclusdo (Sephadex LH-20). A purificacdo das fragdes por MPLC permitiu
0 isolamento das substéncias (+)-(2R,3S)-4’-O-metilgalocatequina (Ms1), (-)-(2R,3R)-4’-O-
metilepigalocatequina (Ms2), miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo (Ms3) e (-)-(2R,3R)-
epicatequina (Ms4). Através da técnica de HPLC-CD foram confirmadas as estereoquimicas
absolutas das substancias quirais isoladas.

As substancias quirais isoladas das espécies de Miconia foram analisadas por HPLC-
CD-DAD com colunas quirais. Em todos os cromatogramas observou-se apenas um pico,

indicando que essas substancias estdo na forma enantiomericamente pura. Como ja discutido,
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0s estereoisdbmeros possuem diferentes atividades bioldgicas. Devido a isso, é essencial a
correta identificacdo dos enantidmeros presentes em uma espécie vegetal. Acreditava-se que
as plantas sintetizavam apenas o0s estereoisomeros mais comuns. Entretanto, diversos
trabalhos na literatura tem comprovado a presencga do enantidmero menos comum em diversas
espécies.

Os resultados obtidos até 0 momento permitiram observar que a constituicdo quimica
da espécie M. stenostachya é diferente das outras duas espécies estudadas, M. cabucu e M.
rubiginosa. Enquanto essas possuem principalmente derivados de flavonois glicosilados, a
primeira é rica em derivados de catequina.

A atividade antimicrobiana apresentada pelos EMeOH de M. rubiginosa e M.
stenostachya pode ser explicada pela presenca de derivados de catequina nesses extratos.
Essas substancias ndo foram encontradas no extrato de M. cabucu, que ndo apresentou essa
atividade no mesmo teste (RODRIGUES et al., 2008).

Atualmente tem havido um grande aumento nas aplicacdes dos chas, especialmente
nas areas farmacologica e alimenticia. Isso tem resultado na crescente demanda de
metodologias de controle de qualidade para a determinacdo de metabolitos nos chas e material
bruto, inclusive dos metabdlitos oticamente ativos, ja que é conhecido o fato de que 0s
enantidmeros de um par podem apresentar propriedades farmacoldgicas diferentes.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é a técnica mais largamente
utilizada para a determinacdo e quantificacdo de metabdlitos em chas, principalmente de
flavonoides e derivados de catequina. Para analise desse tipo de metabdlito secundario, o tipo
de fase estacionaria quiral com ampla aplica¢do na literatura e que apresenta os resultados
mais satisfatorios é o de polimeros de carboidratos (celulose ou amilose). As analises quirais
realizadas até 0 momento mostraram que a coluna Chiralcel OD-H de fase normal [tris-(3,5-
dimetilfenilcarbamato de celulose)], foi eficiente na separacdo (resolugdo) das substancias
quirais.

A metodologia de clean-up desenvolvida para a obtencdo de uma fracdo rica em
derivados de catequina apresentou 6tima seletividade e recuperacdo. O cartucho utilizado foi
o de fase reversa Cyg Strata Phenomenex®. Os valores de recuperacdo obtidos evidenciam
uma boa exatidao para o método desenvolvido. Tanto a etapa de obtencdo do infuso quanto de
clean-up ndo causaram epimerizagdo dos estereisbmeros da catequina.

O método desenvolvido para a resolucdo dos padrées de (£)-naringenina forneceu uma

Otima separacdo com resolucao de Rs = 2,94. O método para a separacdo dos padrdes de (£)-



128
Tese de Doutorado — Juliana Rodrigues

catequina e (+)-epicatequina foi adequado, apresentando uma boa resolucdo para 0s
enantibmeros da catequina. Além disso, apresentou uma boa sensibilidade e boa preciséo.

O método possibilitou uma avaliacdo qualitativa e quantitativa rapida e eficiente dos
derivados de catequina presentes em espeécies vegetais. Além disso, o desenvolvimento de um
método que permite a analise dos quatro diastereoisémeros da catequina simultaneamente foi
de extrema importancia e inédito.

O sistema HPLC-CD ¢ extremamente simples. Essa facilidade de acoplamento permite
0 uso em série com muitos outros detectores, como DAD, RMN, entre outros. A técnica de
HPLC-CD-DAD permite uma analise mais profunda do extrato vegetal. Através dos espectros
no UV é possivel identificar a classe das substancias em estudo e, no caso de coinjecdo com
padrdes disponiveis, sua identidade. A obtencdo de espectros de CD permite estabelecer a
estereoquimica absoluta desses metabdlitos. Esse conjunto de informacgdes fornece maior
seguranca no estudo desses extratos vegetais.

A (-)-(2R,3R)-epicatequina foi o Unico derivado encontrado na espécie M. rubiginosa
e sua quantidade foi inferior & comumente encontradas em chéas ricos nessas substancias,
como por exemplo o cha verde. Esse fato pode ser explicado pela grande quantidade de
substancias poliméricas, tais como taninos, presentes em M. rubiginosa. A presenca dessas
substancias pode indicar que essa espécie possui efeitos farmacologicos similares aos de
plantas reconhecidamente ativas, como a Camellia sinensis (cha verde), entre outras.

Devido & presenca de derivados de galocatequina na espécie M. stenostachya, ndo foi
possivel realizar a quantificacdo dos derivados de catequina. Serd necessario desenvolver um
novo metodo para quantificacdo de espécies que possuem essas substancias.

O método desenvolvido foi aplicado para investigar a presenga de catequinas em
Maytenus obtusifolia. Foi detectada a presenca de (+)-(2R,3S)-catequina e (-)-(2R,3R)-
epicatequina, os dois estereoisdmeros mais comuns encontrados nas espécies vegetais.

Portanto, a jungdo da técnica hifenada HPLC-CD-DAD com colunas quirais serd uma
ferramenta essencial no estudo de substancias oticamente ativas isoladas de plantas de forma
rapida e eficiente, sem a necessidade de etapas de isolamento e purificacdo demoradas e
onerosas. Além disso, fornecerd informacgdes essenciais para o correto entendimento das

atividades bioldgicas observadas.
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