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RESUMO

O chéa é a bebida mais consumida no mundo depois da agua. Os polifendis,
retidos nos residuos do cha preto apos a producao comercial de bebidas a base
dessa infusédo, representam um recurso subutilizado. Paralelo a isso, os
polifendis, em especial os flavonoides, apresentam diversas atividades
biologicas em especial atividades antioxidades, antitumorais e antivirais. Frente
a isto, a proposta deste trabalho é isolar e caracterizar o principal flavonoide
presente na fase etandlica do extrato do residuo gerado para a produc¢éo do cha
preto, utilizando técnicas cromatograficas para isolamento e técnicas
espectroscopicas para a caracterizacado estrutural. Além disso, o flavonoide
hiperosideo, teve seu potencial antiparasitario avaliado frente ao Trypanosoma
cruzi, protozoario responsavel pela Doenca de Chagas. O hiperosideo e sua
forma aglicona (quercetina) mostraram atividade frente as formas tripomastigota
do T. cruzi com valores de CEso de 47,3 e 42,4 uyM respectivamente. Quando
testadas nas formas amastigotas do parasita, ambos os flavonoides
apresentaram ativos, com CEso de 35,4 e 7,2 yM respectivamente. Além disso,
foi observada reduzida toxicidade em relacéo as células NCTC (CCso > 200 uM).
Dessa forma, o flavonoide extraido do residuo do cha é uma opcédo obtida de
fontes naturais, para a obtencdo de protétipos de drogas destinadas ao

tratamento da Doenca de Chagas.

Palavras-chave: cha; flavonoides; trypanosoma cruzi; hiperosideo.



ABSTRACT

Tea is the most consumed drink in the world after water. Polyphenols, retained in
black tea residues after the commercial production of drinks based on this
infusion, represent an underutilized resource. Parallel to this, polyphenols,
especially flavonoids, have several biological activities, especially antioxidative,
antitumor and antiviral activities. In view of this, the purpose of this work is to
isolate and characterize the main flavonoid present in the ethanolic phase of the
residue extract generated for the production of black tea, using chromatographic
techniques for isolation and spectroscopic techniques for structural
characterization. Furthermore, the flavonoid hyperoside had its antiparasitic
potential evaluated against Trypanosoma cruzi, the protozoan responsible for
Chagas Disease. The hyperoside and its aglycone form (quercetin) showed
activity against the trypomastigote forms of T. cruzi with ECso values of 47.3 and
42.4 uM respectively. When tested on amastigote forms of the parasite, both
flavonoids were active, with ECso of 35.4 and 7.2 uM respectively. Furthermore,
reduced toxicity towards NCTC cells (CCso > 200 uM) was observed. Therefore,
the flavonoid extracted from tea residue is an option obtained from natural
sources, for obtaining prototypes of drugs intended for the treatment of Chagas

Disease.

Keywords: tea; flavonoids; trypanosoma cruzi; hyperoside.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo uma alternativa terapéutica ha milhares de
anos, principalmente nos paises do Oriente Médio e na Asia. Historicamente,
varias espécies sao utilizadas no tratamento de varios disturbios de saude, na
prevencdo de inumeras doencas (DONADEL, et al.,, 2022). Em 1978, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) passou a reconhecer o uso de plantas
medicinais e fitoterdpicos como estratégias efetivas em saude, validando suas
propriedades curativas, profiladticas e paliativas (IBIAPINA, et al., 2014). No
Brasil, a tematica foi abordada na 82 Conferéncia Nacional, em 1986, definindo-
se que praticas alternativas de assisténcia a saude deveriam ser parte do
Sistema Unico de Satde (SUS), ainda em construcdo, permitindo ao usuario

escolher a terapéutica desejada.

O uso de terapias menos onerosas para o tratamento de enfermidades
cronico-degenerativas representa um ganho importante nos investimentos
humanos e financeiros empregados na area de saude (PEDROSO, et al., 2021).
Neste sentido, folhas e galhos usados para fazer chas, sdo uma fonte rica e de
facil acesso de plantas medicinais, como o cha preto, proveniente da planta
Camellia sinensis, pertencente a familia Theaceae, que se destaca pela sua
conhecida atividade antioxidante (XU, QIAO & HUANG, 2022).

1.1 Chéa preto

O cha preto € uma bebida popular originaria da China, sendo responsavel
por aproximadamente 75% do consumo de cha em todo o mundo (XU, QIAO &
HUANG, 2022). E bem recebido por consumidores de diferentes idades, lugares,
culturas e sociedades, devido ao seu sabor atraente e forte e aos beneficios para
a saude. Em geral, seu processo de producao inclui cinco etapas: murchamento,
laminacédo, fermentacdo, secagem e classificacdo (WU, et al., 2019; LEE, et al.,
2016; SAMANTA, et al., 2015). O processo de fermentacéo € a etapa mais critica
devido ao poderoso efeito no sabor e na qualidade do cha preto. Embora a

fermentacdo excessiva do cha preto gere um sabor azedo, a fermentacéo
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insuficiente pode resultar em ‘“infusdo verde”, dando uma sensagao de
ressecamento na boca (BHATTACHARYYA, et al., 2007 a,b).

A composicao do cha varia com a estacdo do ano, o clima, a idade da
folha e a variedade do cha (GRAHAM, 1992). No caso dos chas provenientes da
planta Camellia sinensis, como o cha verde, branco e preto, um dos compostos
fendlicos mais interessantes séo os da classe dos flavan-3-0is, (catequinas, em
especial, epigalocatequina e epicatequina), sendo potentes antioxidantes e
inibidores da lipoperoxidacéo, protegendo componentes proteicos e DNA celular
(VINSON; DABBAGH, 1998; HIGDON; FREI, 2003; GIADA; FILHO, 2006; DOU
et al., 2008).

A mudanca entre o cha verde, branco e preto ocorre no processamento
das folhas usadas para a extracdo do cha. Para a obtencdo do cha preto, as
folnas sdo secadas, reduzindo-se o seu conteudo de umidade, até que sua
massa seja 55% da folha original. Posteriormente, as folhas séo trituradas em
rolos para rompimento das paredes celulares e exposicdo das catequinas ao
oxigénio do ar e a enzima polifenoloxidase contida no meio celular, iniciando
assim a oxidacdo e dimerizacdo convertendo os polifendis catequinas em
teaflavinas (TFs), tearubiginas (TRs) e teasinensinas. Por fim, as folhas séo
tostadas, na qual, a oxidac&o é interrompida por aplicacéo de calor. No caso do
cha verde, ocorre a inativacdo da enzima polifenoloxidase por injecdo de vapor
ou calor direto e em seguida, as folhas sao secadas e tostadas (MUTHUMANI &
KUMAR, 2007; STODT et al., 2014).

Os constituintes quimicos do ch& preto sdo objetos de investigacao ha
bastante tempo, sendo descritos uma variedade de compostos, principalmente
compostos fendlicos, os quais tém atraido muita atencdo da comunidade
cientifica pelas propriedades biolégicas, como as catequinas e as teaflavinas,
que possuem atividades antitumorais, como reducdo da ligacdo carcindégeno-
DNA, protecéo da comunicagédo célula-célula (NIMBALKAR, GANGAR, SHAI, et
al., 2022), retardo de crescimento e morte apoptotica seletivamente em células
cancerigenas (AGGARWAL, et al., 2022) e muitas outras funcdes protetoras no

mecanismo cancerigeno estudado in vitro.
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O polifenol teaflavina foi descoberto pela primeira vez no inicio da década
de 1960 e explorado extensivamente depois disso, porém nao foi feito muito
progresso em outros polifendis desconhecidos, que constituem uma parte
significativa dos constituintes do cha preto, compostos estes que normalmente
séo descartados ap0s o preparo da bebida (STODT, et al., 2015. YASSIN, et al.,
2015).

1.2 Residuo do cha preto

O cha preto, preparado a partir das folhas da Camellia sinensis, é
responsavel pela maior parte do cha consumido em todo o mundo. Depois que
o ché é preparado, as folhas de cha usadas tornam-se residuos e precisam ser
descartadas. Com excecdo de uma pequena porcentagem que € usada como
matéria-prima agricola (ARVANITOYANNIS & VARZAKAS, 2008), esses
residuos de ché séo atualmente incinerados ou enviados para aterros. Uma
grande quantidade de subprodutos vegetativos é emitida como biomassa pelas
industrias alimenticias. Os constituintes quimicos desses subprodutos, como
celulose e hemiceluloses, lignina, proteinas, lipidios e extrativos de baixa massa
molecular, sdo atraentes como recursos renovaveis para matérias-primas nas
industrias quimicas (KAMM & KAMM, 2004) como substituicdo de polimeros,
fibra de carbono, cola e ligantes (ZHANG, 2008).

No Japao, residuos de chas verde, preto e oolong (cha semi-oxidado,
possui oxidacdo entre o cha verde e o cha preto), sdo um dos principais
subprodutos dos alimentos industriais (TSUBAKI, et al., 2010). Visando a
economia circular, sédo feitos diversos estudos no pais acerca da composicéo
quimica desses residuos. O Brasil, no entanto, ndo est4 entre os maiores
consumidores de chéas, porém espera-se um crescimento de 43% desse
mercado entre 2019 e 2023, levando em conta o aumento da procura por
alimentos e bebidas saudaveis e 0 surgimento crescente de lojas e
estabelecimentos especializados na venda de chas no pais (SEBRAE, 2019),

sendo necessaria uma maior atencao para o descarte desses residuos no pais.

Como comentado anteriormente, as folhas de cha contém polifendis,
antioxidantes com muitas propriedades biologicas benéficas (SHARMA & RAO,

2009; DRYNAN, et al., 2010). Recuperando as formas ativas dessas substancias
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dos residuos do cha preto, elas poderdo ser usadas em suplementos,
medicamentos, cosméticos e outros. Conforme resultados de um artigo de 2012,
cujos polifendis dos residuos de cha preto inibiram a lipase pancreética, na qual,
poderiam ser usados como suplementos dietéticos para a prevencao e
tratamento da obesidade (YUDA, et al., 2012).

1.3 Polifendis dos chas da planta Camellia sinensis

Os polifendis ou compostos fendlicos, sdo compostos bioativos de origem
vegetal, que ndo séo sintetizados pelo nosso corpo, e apresentam agao protetora
na saude humana quando consumidos em quantidades significativas. Eles
possuem em sua estrutura quimica multiplas unidades fendlicas, destacando-se,
entre esses compostos, os flavonoides. Estes sdo biossintetizados a partir da via
dos fenilpropandides e podem ser encontrados na forma néo glicosilada,
conhecida como aglicona ou genina, ou ligados a uma molécula de acucar, forma
conjugada denominada de glicosideo ou heterosideo (LAGO, et al., 2014;
ZUANAZZI, et al., 2017).

A estrutura basica dos flavonoides, em geral, consiste em um nucleo
fundamental, constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis
(C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia
heterociclica C) acoplado ao anel A, como esquematizado na Figura 1
(GRECCO, et al., 2021; LI, 2007).

Figura 1 — Estrutura molecular basica dos flavonoides.

Fonte: Autoria propria (KingDraw®)
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Sao compostos conhecidos como flavonoides as flavonas, isoflavonas,
antocianinas, flavonoéis e flavanois. No cha verde sdo encontrados em sua
composigdo principalmente os flavondis e flavandis. Para o cha preto, o grupo
de compostos caracteristicos sdo as teaflavinas, que sdo polifendis, mas nao
sao classificados como flavonoides (XI & JIANG, 2019; MATSUBARA, 2001).

As teaflavinas que estdo em maior quantidade sdo produzidas a partir da
condensacdo oxidativa entre epicatequinas (EC) e epigalocatequinas (EGC),

conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura molecular das catequinas.

R3

OH H

HO. Q o

G OH

“R2 o

OH R1 H

Catequina fon galato

1. (+)Catequina = R1=0H; R2=H; R3=H
1.a (-)Epigalocatequina (EGC) = R1=H; R2=0H; R3=0H
1.b (-)Epigalocatequinagalato (ECGC) = R1=H; R2=galato; R3=0H
1.c (-)Epigacatequina (EC) = R1=H; R2=0H; R3=H
1.d (-)Epigacatequinagalato (ECG) = R1=H; R2=galato; R3=H

Fonte: autoria propria (KingDraw®).

Teasinensinas sédo dimeros formados pelo acoplamento oxidativo da
epigalocatequina (EGC) ou galato-epigalocatequina (EGCG) (HASHIMOTO, et
al., 1988), nos quais dois anéis B de catequinas sdo conectados por meio de
ligacdes covalentes do tipo C-C, conforme mostrado na Figura 3 (LI, et al., 2013).
Elas sdo responsaveis por grande do sabor da infusdo do cha preto e contribuem
para a formacgéo da sua cor, que varia entre amarelo e marrom (TAKEMOTO &
TAKEMOTO, 2018).
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Figura 3 — Estrutura molecular das teaflavinas.

e
Ri

Teaflavina

2. Teaflavina (EC + EGC)= R1=0H; R2=0H
2.a Teaflavina-3-galato (ECG + EGC)= R1=galato; R2=0H
2.b Teaflavina-3’-galato (EC + ECGC)= R1=0H; R2=galato
2 ¢ Teaflavina-3-3'-digalato (ECG + ECGC)= R1= galato; R2= galato

Fonte: Autoria propria (KingDraw®).

Os flavonoides, como a quercetina e a miricetina, sdo também observados
em quantidades consideraveis no cha de Camellia sinensis (SAITO & MIYATA,
2000). Os flavonoides glicosilados representam cerca de 2% a 3% do material
do extrato aquoso (chd) e sdo menos encontrados em quantidades significativas
em bebidas de cha devido a sua baixa solubilidade em agua, mas sédo
importantes compostos adstringentes no cha preto (MIEAN & MOHAMED, 2001;
ENGSTROM, PALIJARVI, & SALMINEN, 2015; SOUZA et al., 2020). O
hiperosideo € um importante flavonoide glicosilado encontrado na bebida e sua

aglicona é representada pela quercetina, mostrada na Figura 4.
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Figura 4 - Principais flavonoides glicosilados no cha de Camellia sinensis.

Canferol Quercetina

oH A/\|\ P

HO' “aH

O OH

B — D — glucopiranosideo g — D — galactopiranosideo g — D —ramnopiranosideo 8 — D —rutinosideo

Fonte: Tea as a food ingredient, 2022 (Adaptado).

1.4 Flavonoide hiperosideo

O hiperosideo (quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo, Figura 5) é um
metabdlito sintetizado por algumas plantas com o objetivo principal de protecéo
a estresses abibticos e bibticos. Pertence ao grupo dos flavondéides glicosilados,
sendo um dos flavondides ativos no cha preto, encontrado também em diferentes
espécies vegetais como Hypericum perforatum (Butterweck, et al., 2000),
Apocynum venetum (Zheng, et al., 2012), espécies de Hypercum nativas do Rio

Grande do Sul (Dall’Agnol, et al., 2003) e entre outras.

Diversos estudos demonstram que esse flavonoide possui diversas
atividades biologicas, como antioxidante (SUKITO & TACHIBANA, 2014), anti-
inflamatoria (YANG, YAO e LI, 2021), antiviral (WU, 2016), protecédo de 6rgaos
(ZHOU, et al., 2021) e atividades antitumorais (DONG, et al., 2021; KONG, et al.;
2020).
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Figura 5 - Estrutura molecular do hiperosideo.

OH

OH
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Fonte: Autoria propria (KingDraw®).

O hiperosideo foi extraido e isolado pela primeira vez de Hypericum
perforatum L. em 1937 (JERZMANOWSKA, 1937) e ocorre como um sdlido
amarelo e sua aglicona é a quercetina (GAO, 2009). Considerando o baixo teor
e a dificil extracdo desse composto, costumam empregar métodos quimicos e
biossintéticos para obter o hiperosideo (XU, 2022). Sua atividade antioxidante
pode estar relacionada aos grupos hidroxila nos anéis A e B e aos glicosideos
ligados ao anel C (CHEN, 2002), enquanto seu efeito analgésico pode estar
relacionado ao 3-galactopiranosideo (ZHOU, 2002). Estudos anteriores
relacionaram os compostos acetil hiperosideo e quercetina com a atividade
antiparasitaria da Trypanosoma cruzi (BOUTALEB-CHARKI, SAMIRA et al.,
2011).

1.5 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, conhecida também por tripanossomiase americana
€ causada por um protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, e que inclui
passagem obrigatoria por varios hospedeiros mamiferos, ou seja, € uma doenca
antropozoonose, primaria em animais e que pode ser transmitida ao ser humano.
Os insetos transmissores (triatomineos) possuem varias denominacdes, dentre

elas: barbeiro, chup&es e procotd, possuem habitos noturnos e séo encontrados
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geralmente em locais de baixa renda, principalmente em casas de pau-a-pique,
onde o inseto se esconde dentro dos buracos de barro durante o dia (MANDAL,
2014). Os sintomas dessa doenca dependem das diferentes fases clinicas,
passando por inflamacgdes e inchaco local, nas pernas e bracos e no local da
picada do barbeiro, até a insuficiéncia cardiaca levando a casos de falecimento
por arritmia cardiaca (BRASIL, 2021; BERN, et al., 2017).

A infecgéo pelo T. cruzi pode ocorrer em diferentes rotas de transmissao,
como por via vetorial, que continua sendo a via predominante e classica de
contaminacgdo através do triatomineo hematé6fago. A transmisséo por via oral €
ocasionada pelo consumo de alimentos contaminados, como acai, cana-de-
acucar ou frutas contendo as fezes ou vetor com as formas tripomastigotas de
T. cruzi. Em contrapartida, existem outras vias de transmissao, como por via
transfusional, congénita, vertical (ocorre durante a gestacdo e no pos-parto,
entre a mée e o bebé) e acidental (causado polo contato com algum material
contaminado com o parasita) (BERN, et al., 2019). O protozodrio possui trés
formas evolutivas principais no seu ciclo biolégico: formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas. As formas epimastigotas e amastigotas se
replicam no intestino posterior do vetor triatomineo e por fissdo binaria em
células de mamiferos, respectivamente. Enquanto as formas tripomastigotas
estdo presentes em dois estagios distintos do ciclo de vida: na corrente
sanguinea do hospedeiro mamifero e no reto e fezes dos vetores, como
tripomastigotas metaciclicos, conforme apresentado na Figura 6 (ACOSTA, et
al., 2017).
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Figura 6 - Transmiss&o e ciclo de vida da Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Centros de Controle e Prevencéo de Doencas - CDC (Adaptado).

A Doenca de Chagas, faz parte do grupo de doencas infecciosas e
parasitarias com prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, especialmente
em areas empobrecidas e séo classificadas como doencas tropicais
negligenciadas (DTN). Estas doencas afetam globalmente milhdes de pessoas
e sdo responsaveis por mais de meio milhdo de mortes anualmente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2021). No cenario atual, a Doenca de Chagas
€ uma das sete DNTs que acometem o Brasil, na qual, as areas mais afetadas
séo o Norte e o Nordeste (COSTA, et al., 2020).

Como esta doenca afeta principalmente as populacées pobres dos
paises em desenvolvimento e marginalizadas socioeconomicamente, o
desenvolvimento de novos medicamentos para seu combate ndo € uma
prioridade para a industria farmacéutica (LAURELLA, 2023). Alem disso, o alto
custo do tratamento, o surgimento de resisténcia em estagios mais avancados
da doengca, o modo de administracdo, a alta toxicidade e a baixa
biodisponibilidade sao algumas das lacunas das terapias atuais para Doenca de
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Chagas, que se concentram em dois medicamentos: benznidazol e nifurtimox
(JOSHI, QUADIR e YADAYV, 2021). Estes motivos citados, impulsionam
crescentes estudos sobre produtos naturais como uma alternativa terapéutica

para essas doencas.

Neste contexto, na busca por moléculas novas e promissoras frente a
essa doenca, pesquisas anteriores relataram potenciais inibicdbes dos
flavonoides contra o protozoério Trypanosoma cruzi, como é o caso da
pectolinaringenina, hispidulina, isoorientina e quercetina (BARBOSA, et al.,
2022), mostrados na Figura 7.

Figura 7 — Estruturas moleculares de flavonoides com acédo anti-Trypanosoma cruzi.

OH
_~_OH OH
HO | N OI X | HO 0 ]
HaCO™ H4CO
OH O OH O - HO"Y"OHOH 0
pectolinaringenina hispidulina OH isoorientina

M 0 guercetina

Fonte: BARBOSA, et al., 2023 (Adaptado).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a
caracterizacdo estrutural do flavonoide majoritario (hiperosideo) do extrato
etandlico do residuo do cha preto, além de avaliar o potencial da substancia
frente as formas tripomastigota e amastigota do protozoério Trypanosoma

cruzi.

2.2 Objetivos especificos

¢ Isolar o flavonoide majoritario da fracéo etandlica do residuo de ché preto;

e Caracterizar tal flavonoide por meio de métodos espectroscopicos;

e Avaliar a atividade biologica do flavonoide frente ao Trypanosoma cruzi,
por meio da determinagdo dos valores de concentracdo efetiva CEso,
frente a forma tripomastigota e amastigota do parasita;

e Avaliar a citotoxicidade CCso do flavonoide purificado frente as células
NCTC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Para a eliminacédo de solventes, tanto da infusdo como da extracédo do
residuo, foi utilizado um rotaevaporador da marca Blchi® de modelo R-215
equipado com controlador de vacuo modelo V-491 e bomba de vacuo modelo V-
710.

As andlises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de silica 60 - F254 com espessura de 0,25 mm e suporte de
aluminio da Merck®. Para a revelacdo das cromatofolhas foi utilizado uma

camara de irradiacdo em UV/VIS da marca Sppencer® em A 254 e 356 nm.

Para o fracionamento cromatografico foram utilizados como
preenchimento as resinas XAD-2 da marca Merck® e Sephadex LH-20 da
Sigma-Aldrich®.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C foram
registrados em espectrémetro Varian INOVA 500, operando a 500 MHz e 125
MHz, respectivamente, na Central Experimental Multiusuario da UFABC.

3.2 Solventes e reagentes
Os solventes utilizados para a extracdo e separacdes cromatograficas
foram de grau P.A. das marcas Casa Americana® e Labsynth®. Para as analises

de RMN, as amostras foram preparadas com metanol deuterado e DMSO
deuterado da Sigma-Aldrich®.

3.3 Estudo fitoquimico

3.3.1 Aquisicéo do cha

Amostras comerciais de cha preto da marca Dr.Oetker foram adquiridas
no supermercado da cidade de Santo André, Estado de S&o Paulo, entre os
meses de maio e junho de 2023.
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3.3.2 Preparacao do extrato da infusdo e do residuo do ché preto

As amostras foram preparadas de modo semelhante ao recomendado nas

embalagens.

Para o preparo da bebida, os sachés do cha preto (4g de folhas) foram
submetidos a infusdo de agua destilada fervente (400 mL) por 4 minutos. Apos
esse tempo, as folhas foram filtradas, com papel de filtro qualitativo, e a infuséo
foi resfriada. Apds esse processo, foi feita a extracdo com acetato de etila (3 x
30 mL) seguido da adicdo de solucdo saturada de cloreto de sédio (50 mL). Apés
secagem com sulfato de sddio e filtrac&o, o solvente foi evaporado sob presséo

em rotaevaporador.

As folhas filtradas, que séo os residuos da infusdo, foram submetidas a
secagem em estufa (35° C), durante dois dias e posteriormente a extracdo com
etanol (3 x 20 mL). Apés filtragem e evaporacdo parcial do solvente em
rotoevaporador, o residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 30 mL), seguida
da adicéo de solucdo saturada de cloreto de sédio (50 mL). Apds secagem com
sulfato de sodio e filtracdo, o solvente foi evaporado sob pressdo em

rotaevaporador, conforme descrito na figura 8.

Figura 8 - Fluxograma de obtencéo dos extratos de cha preto a partir da planta Camellia sinensis.
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Fonte: Autoria propria.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Camellia_sinensis
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3.3.3 Fracionamento cromatogréfico dos extratos das folhas de Chéa preto

A fase organica (B) do extrato etandlico (obtido pelo residuo da infusdo)
foi submetida a fracionamento cromatografico. Para tanto, a fase B foi fracionada
em coluna (90 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro) preenchida com resina
XAD-2. Apés aplicacdo do extrato, a mesma foi eluida com 400 mL de H20 acida
(pH 2 com HCI), 400 mL de H20 neutra, 350 mL de H20:MeOH na propor¢ao 1:1
e por ultimo 375 mL de MeOH. Deste processo foram obtidas seis fracdes (Figura
9 e Tabela 1).

Figura 9 - Fracionamento da coluna XAD-2 da fase organica (B) do extrato etanoélico do residuo
do cha preto.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 1 — Fragdes e massas de material obtido apos fracionamento com resina XAD-2 do

residuo do cha preto.

Fracéo Massa
(mg)
1 (H20 acida) 874
2 (H20 neutra) 17
3 (H20:MeOH) 119
4 (MeOH) 9
5 (MeOH) 57
6 (MeOH) 65

Fonte: Autoria prépria

Apos o fracionamento e secagem do solvente, as fracfes obtidas apds a
cromatografia do extrato etandlico do residuo do ché preto foram analisadas por
RMN e em cromatografia em camada delgada (CCD), usando, para tanto, o
padrdo de cafeina. Assim, foi possivel observar alta concentracdo de cafeina na
fracdo 3, além de outras substancias fenodlicas. Afim de extrair a cafeina, tal
fracdo foi submetida ao fracionamento em resina sephadex LH-20, a qual, foi
eluida com MeOH. Deste processo foram recolhidas 137 fracdes, que foram
analisadas por CCD, com um sistema de eluente CHCI3:MeOH (1:1) e sistema
BAW (Butanol; &cido acético e agua 4:1:5). Deste processo, foram reunidas em
6 grupos (A-F) de acordo com a semelhanca apés revelacdo sob luz UV,

conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 — Grupos de fracBes e massas de material obtido apés fracionamento da fragcao 3 do
extrato etandlico do residuo do cha preto, em coluna com resina sephadex LH-20 em MeOH.

Grupo Fracbes Massa (mg)
A la?25 8,6
B 26 a 29 13,6
C 30a41 8,9
D 42 a 59 7,6
E 60 a 123 43,2
F 123 a 137 37,3

Fonte: Autoria prépria

As andlises por RMN de *H e 13C mostraram que, na fracéo C, foi possivel

obter o flavonoide hiperosideo puro.
3.4 Ensaios bioldgicos

Os ensaios biolégicos com os compostos: hiperosideo, quercetina e
benznidazol foram realizadas no Laboratério de Novos Farmacos para Doencas
Negligenciadas, do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, sob supervisdo do Prof.

Dr. André Gustavo Tempone Cardoso.

3.4.1 Cultura de parasitas

As formas tripomastigotas e amastigotas (cepa Y) de Trypanosoma cruzi
foram coletadas de camundongos (Mus musculus), previamente infectados e
empregadas para infectar culturas celulares LLC-MK2 (Células epiteliais renais
de Macaca mulatta), em meio suplementado com RPMI-1640 com 2% de soro
fetal bovino. (GRECCO, 2017). As culturas de células infectadas foram mantidas
a 37 °C em estufa com 5% de COs..

3.4.2 Células de Mamifero NCTC

As células do tecido conjuntivo de camundongo, NCTC clone 929, do
American Type Culture Collection (ATCC CCL-1), foram fornecidas pela Sec¢ao

de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz, e armazenadas em nitrogénio
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liquido ou freezer a -70 °C (FEBRONIO, 2021). Posteriormente foram mantidas
em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SFB, sob temperatura de 37
°C em estufa com 5% de COa.

3.4.3 Determinacao in vitro de Concentracdo Efetiva 50% (CEsp)

Para os ensaios contra as formas tripomastigota e amastigota de
Trypanosoma cruzi, os compostos foram dissolvidos em DMSO e diluidos em
meio RPMI-1640 em diferentes concentracdes e incubados com o0s parasitas,
sendo que a concentragao de solvente ndo passou de 0,5%, de modo a néo
causar danos aos parasitas. Os compostos foram diluidos em série, utilizando o
meio RPMI-1640, em placas de 96 pocos e em seguida, as formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi foram semeadas na
concentracéo de 1x108 parasitas/poco. A placa foi incubada por 24h a 37 °C, em
uma incubadora umidificada com 5% de COa. A viabilidade dos tripomastigotas
e amastigotas foram verificadas pela adicdo de 20 uL do corante resazurina
(Alamar Blue®) a 10% e as placas foram incubadas por mais 20h sob as mesmas
condicdes. ApOs isso, a leitura das placas foi feita por absorbancia em
espectrofotometro de placas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Reader) no
comprimento de onda de 570 nm (FEBRONIO, 2021 apud GEHRKE et al., 2013).
O farmaco padréo benznidazol foi utilizado como controle positivo, e células ndo

tratadas foram usadas como controle negativo.
3.4.4 Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada mediante o uso de células NTCT (clone 929),
com concentracdo de 6x10* células/poco. As células foram incubadas, com os
compostos diluidos serialmente em meio RPMI-1640, o qual foi suplementado
com 10% de SFB. A incubacéo foi feita em 37 °C, com 5% de COg2, durante 48
horas. Em seguida, 20 uL de resazurina a 10% foi adicionada em todos os po¢os,
gue foram novamente incubados por mais 20h. A leitura das microplacas foi
realizada como descrita anteriormente. O Indice de Seletividade (IS),
apresentado na Equacdo 1, foi calculado com o objetivo de determinar a
toxicidade dos flavonoides (hiperosideo e quercertina).

__ Toxicidade (CCsoem células de mamifero NCTC)

IS = Equacao 1
CEsocontra parasitas (Equag )
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s fracionamento cromatografico em colunas de XAD-2 e sephadex
LH-20 da fase em AcOEt do extrato EtOH do residuo do ché preto foi possivel
obter um flavonoide puro (hiperosideo), cuja a identificagdo estrutural foi
identificada por meio de andlise dos espectros de RMN e comparacdo com
dados da literatura. Além disso, tanto o hiperosideo quanto sua aglicona
(quercetina) foram avaliados quanto a atividade anti-T. cruzi (formas

tripomastigotas e amastigotas) e citotoxicidade frente a células NCTC.

4.1 Caracterizacao estrutural do hiperosideo

O espectro de RMN 'H (anexo espectro A) mostrou sinais entre &1 6,0
8,0 ppm caracteristicos de hidrogénios de nucleos aromaticos e sinais entre ou

3,0 e 5,5 ppm caracteristicos de glicosideos.

Os sinais em 6H 7,53 (d, J = 2,1 Hz, H-2'), 7,64 (dd, J = 8,5 Hz e 2,1 Hz,
H-6’) e 6,82 (d, J = 8,5 Hz (orto), H-5’) referem-se aos hidrogénios trissubstituidos
do anel aromatico B do flavonoide, que possui hidroxilas nas posi¢oes 3’ e 4,

como observado na Figura 10.

Figura 10 — Atribuicdo dos sinais de H-2’, H-5’ e H-6’ do anel B, no espectro de RMN-'H do

hiperosideo.
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Fonte: Autoria prépria (KingDraw®).
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Os dupletos observados em o+ 6,40 (d, J =1,9 Hz, H-8) € 6,20 (d, J=1,9
Hz, H-6) foram atribuidos aos hidrogénios meta H-6 e H-8 do anel A do

flavonoide, como mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Atribuicéo dos sinais de H-6 e H-8 do anel A, no espectro de RMN-H do hiperosideo.

H sHe40
J=21Hz

Fonte: Autoria prépria (KingDraw®).

Adicionalmente, foi observada a presenca de hidrogénio de carbono
anomérico (H-1") de carboidrato, em & 5,36 (d, J = 7,7 Hz). Tal sinal, em
conjunto com aqueles entre (C-1" a C-6") do espectro de carbono em &c 60,5 a
76,3, indicam a presenca de uma galactose (WAN, et al., 2012), deferindo que o

composto isolado é um flavonoide glicosilado, conforme indica a Figura 12.

Figura 12 — Atribuicdo dos sinais de hidrogénio e carbono, do glicosideo, nos espectros de RMN-
1H e 13C do hiperosideo.
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Fonte: Autoria propria (KingDraw®).
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Além disso, O espectro de RMN de 3C (Anexo espectro B) indicou a
presenca de um sinal referente a um grupo carbonila em &¢c 177,9 (C-4). Ainda
neste espectro, os carbonos aromaticos foram observados em &c 94,0 (C-8),
99,2 (C-6), 104,2 (C-10), 164,9 (C-2’), 115,6 (C-5’), 121,5 (C-6’), 122,4 (C-1"),
133,9 (C-3), 145,3 (C-3’), 156,6 (C-2), 148,9 (C-4’), 156, 8 (C-9), 161, 6 (C-5) e
164, 9 (C-7) (Figura 13).

Figura 13 — Atribuicdo dos sinais de carbono, dos anéis A, B e C, no espectro RMN-13C do

hiperosideo.
OH
OH
8¢ 148,9
HO 6c 1156
¢ 164,9 6c121,5
8¢ 99,2

Fonte: Autoria propria (KingDraw®).

Assim, a estrutura do flavonoide isolado da fase AcOEt do extrato EtOH
do residuo do cha preto foi deferida como a do hiperosideo (quercetina-3-O-f-
D-galactopiranosideo), como indicado na figura 14. Os dados dos espectros

RMN-1H e 13C estdo organizados na Tabela 3.



Figura 14 — Estrutura molecular do hiperosideo (quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo).

Fonte: Autoria propria (KingDraw®).
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C (500 e 125 MHz, 5, DMSO-ds)

para o flavonoide hiperosideo.

32

S+ (multiplicidade, J em Hz) 6¢c
Posicéo
Experimental Literatura* Experimental Literatura*
2 - - 156,6 156,7
3 - - 133,9 133,9
4 - - 177,9 178,0
5 - - 161,6 161,7
6 6,20 (d, 1,9) 6,20 (d, 2,0) 99,2 99,1
7 - - 164,9 164,6
8 6,40 (d, 1,9) 6,41 (d, 2,0) 94,0 94,0
9 - - 156,8 156,8
10 - - 104,2 104,4
1 - - 1215 1215
2 7,53(d, 2,1) 7,53(d, 2,2) 116,4 116,4
3 - - 1453 145,3
4 - - 148,9 148,9
5 6,82 (d, 8,5) 6,82 (d, 8,5) 115,6 115,6
6’ 7,67 7,67 122,4 122,5
(dd, 8,5e 2,1) (dd, 8,4e2,2)
1” 5,36 (d, 7,7) 5,38 (d, 7,7) 102,3 102,2
2 3,58 (M) 3,58 (M) 71,7 71,7
37 3,38 (d, 3,2) 3,38 (d, 4,5) 73,6 73,6
4’ 3,65 (sl) 3,65 (sl) 68,4 68,4
5" 3,34-3,28(m) 3,33-3,26 (M) 76,3 76,3
6” 3,46 3,45 60,5 60,6
(dd, 10,0e5,5) (dd, 9,9 e 5,6)

* (TANG, CUI, et al.,2020)

Fonte: Autoria propria.
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4.2 Avaliacao da atividade antiparasitaria

O potencial antiparasitario do hiperosideo foi avaliado in vitro frente a
forma tripomastigota e a amastigota de Trypanosoma cruzi e frente a
citotoxicidade em células de mamiferos (NCTC). Neste ponto vale destacar que,
tendo em vista a unidade aglicbnica presente na estrutura do hiperosideo
(quercetina), conforme a Figura 15, e a ocorréncia deste flavonoide no
laboratério, a mesma foi também usada para a avaliacdo do efeito da auséncia
da unidade glicosidica no potencial antiparasitario e da toxicidade, como
indicado na Tabela 4.

Tabela 4 — Atividades antiparasitarias e citotoxicidade do hiperosideo e da quercetina.

Cédigo da CEso (UM) CEso (UM) Toxicidade IS IS
amostra Tripomastigota Amastigota CCso (UM) Tripomastigota Amastigota
NCTC
Hiperosideo 47,3+ 3,9 354+26 >200 >4,2 >5,6
Quercetina 42,4+5/1 7,2+3,8 >200 >4,7 >27,8
Benznidazold 18,7+4,1 55+14 >200 >10,7 >36,4

CEso: 50% Concentrago efetiva; CCso: 50% Concentragao citotoxica; IS: indice de
Seletividade; d: Farmaco padrao.

Fonte: Autoria propria

Figura 15 — Estruturas moleculares do hiperosideo e da quercetina.
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Fonte: Autoria propria (KingDraw®).

Os resultados obtidos nos ensaios frente a forma tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi, permitiram observar que tanto o hiperosideo como a
quercetina, sdo ativos, com valores de CEso 47,3 e 42,4 uM respectivamente.

Quanto a forma amastigota, ambos os flavonoides também se mostraram ativos
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contra o protozoario, porém em concentracdes bem distintas, ou seja, CEso de
35,4 e 7,2 UM respectivamente. Sendo assim, € possivel inferir que a presenca
do grupo glicosideo teve influéncia na atividade antiparasitaria entre as formas
da Trypanosoma cruzi.

Comparando as estruturas moleculares do hiperosideo e da quercetina
(Figura 15), cujas diferencas estruturais ocorrem somente na auséncia ou
presenca do grupo glicosideo ligado ao anel B do flavonoide, € possivel fazer
um estudo preliminar da atividade bioldgica frente as formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi. Uma possivel explicacdo da quercetina apresentar
resultados melhores que o hiperosideo € por possuir uma estrutura quimica de
carater menos polar devido a auséncia do grupo glicosideo, favorecendo assim
a atividade anti-Trypanosoma cruzi (MORTH, et al., 2011). Como a forma
amastigotas da T.cruzi € intracelular (Figura 16), esse favorecimento se deve a
sua melhor capacidade lipofilica, difundindo-se mais facilmente através da

membrana celular e consequentemente indicando maior inibicdo do parasita.

Figura 16 — Formas amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi.

A

Fonte: Estudo de microscopia Optica (Portal da doenga de chagas- Fiocruz).

Por outro lado, a forma tripomastigota (Figura 17) € extracelular e é a
mais infecciosa de Trypanosoma cruzi em varios tipos celulares (DE SOUZA,
2002), nesta forma do parasita, os flavonoides néo apresentaram diferenca na

citoxicidade.
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Figura 17 — Formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi.

"

Fonte: Estudo de microscopia Optica (Portal da doenga de chagas- Fiocruz).

Quando testados frente as células NCTC, os flavonoides e o farmaco padréo da
doenca (benznidazol) ndo exibiram citotoxicidade em concentracdes inferiores a
200 uM. Na literatura, estudos in vitro da administracdo oral de benznidazol,
sugerem que ocorre um efluxo causado pelo acumulo metabolizado desse
farmaco nas células, o que explicaria o seu declinio na eficacia terapéutica na
fase cronica da Doenca de Chagas (PERDOMO, et al., 2013).
Consequentemente, altas doses de benznidazol seriam necessérias para atingir
a concentracao terapéutica, aumentando sua toxicidade e gerando efeitos
colaterais. No caso da quercetina, foram feitos estudos in vivo (camundongos
CD2F1 machos e fémeas) da analise do efeito desse flavonoide no
comportamento e nos processos metabdlicos, indicando que ndo ha efeitos
colaterais adversos associados a uma dieta com infusdo de quercetina nas
doses analisadas (dose baixa, média e alta, calculadas de acordo com a massa
do camundongo) (PATTON, et al., 2022).

Por fim, os testes biolégicos mostraram que o hiperosideo é eficaz contra
a forma tripomastigota e amastigota da Trypanosoma cruzi, assim a sua forma
aglicona (quercetina) que apresentou potencial semelhante ao farmaco padréao

da doenca.

Na forma tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, o hiperosideo e a
guercetina apresentaram novamente resultados bem similares entre si, quanto a

seletividade (4,2 e 4,7 respectivamente). Na forma amastigota, o hiperosideo e
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a quercetina apresentam novamente valores bem diferentes entre si (5,6 e 27,8
respectivamente), na qual, comparados com a droga padrédo, a seletividade da
quercetina se mostra mais préxima que a do hiperosideo. No geral, os valores
de concentracéo efetiva e seletividade da quercetina sdo muito similares com os
da droga padrdo (benznidazol), na qual, por esse aspecto biolégico, seria
interessante adicionar o processo da hidrélise, na extragdo do residuo do cha
preto, para se obter o flavonoide hidrolisado (quercetina) a partir do flavonoide

glicosilado (hiperosideo).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, o flavonoide hiperosideo foi extraido da fracdo etandlica
do residuo de cha preto através de processos cromatograficos. A presenca de
sinais caracteristicos do seu grupo glicosideo foi observada nos espectros de
RMN !H e 13C para a sua caracterizagdo estrutural.

Com base no potencial antiviral, antioxidante e outros descritos na
literatura sobre o hiperosideo, ele foi analisado quanto ao seu potencial
antiparasitario, avaliando frente as formas tripomastigota e amastigota do
protozodario Trypanosoma cruzi, onde se mostrou ativo contra o protozoario nas
suas duas formas e atéxico frente as células mamiferas (NCTC) na concentracéo
testada. A forma hidrolisada do hiperosideo (quercetina) mostrou resultados
similares ao farmaco padrao benznidazol usado para o tratamento da Doenca de
Chagas, na qual, foi sugerido que a atividade antiparasitaria possa ser
aprimorada adicionando a hidrolise desse flavonoide apds a sua extracdo do
residuo, em condicdes &cidas e temperaturas elevadas (90-120°C). O composto
hidrolisado, portanto, pode ser utilizado futuramente no desenvolvimento de
protétipos destinados ao combate da Doenca de Chagas, sendo uma opc¢ao de
origem natural e corroborando com a economia circular na industria quimica e

farmacéutica.
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ANEXOS
Espectro Al. Atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios do anel B, no
espectro de RMN H da fragdo C (5, DMSO-ds, 500 MHZ)

Espectro A2. Atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios do anel A, no
espectro de RMN H da fragdo C (5, DMSO-ds, 500 MHZz)

Espectro A3. Atribuicdo do sinal referente ao hidrogénio da unidade de acucar,
no espectro de RMN *H da fragdo C (5, DMSO-ds, 500 MHz)

Espectro B1. Atribuicdo dos sinais referentes aos carbonos nos anéis A,C e B,
do espectro de RMN *2C da fragéo C (5, DMSO-ds, 125 MHz)

Espectro B2. Atribuicdo dos sinais referentes aos carbonos da unidade de
aclcar, do espectro de RMN 13C da fragdo C (3, DMSO-de, 125 MH2z)



Espectro Al. Atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios do anel B, no espectro de RMN H da fragédo C (3, DMSO-ds, 500 MHZz)

46

BSTIER SBEEEE S
LRI S E/[A[Z= =
T ;i;:l;_;_'? i ‘t‘r‘.’ < U
T ' - . s
6H753 H
>
J=21Hz
1
]
[
1
A (. . .
i oo ' e ¥
=3 = 88 = gnS=3 E]
— —— e — Lo - ol I - =1
T u U T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T et
12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0



Espectro A2. Atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios do anel A, no espectro de RMN 1H da fragao C (5, DMSO-ds, 500 MHZz)
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Espectro A3. Atribuicdo do sinal referente ao hidrogénio da unidade de agucar, no espectro de RMN *H da fragédo C (5, DMSO-ds, 500 MHz)
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Espectro B1. Atribuicdo dos sinais referentes aos carbonos nos anéis A,C e B, do espectro de RMN 3C da fragédo C (5, DMSO-ds, 125 MHz)
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Espectro B2. Atribuicdo dos sinais referentes aos carbonos da unidade de agucar, do espectro de RMN *3C da fragdo C (5, DMSO-ds, 125 MHz)
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