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RESUMO

O ché verde, produzido a partir das folhas de Camellia sinensis (L.) Kuntze, &
conhecido pelo seu alto teor de flavonoides, principalmente as catequinas, que estao
associadas a seu poder antioxidante. Neste trabalho, foi realizada a infusdo em agua
do ché& verde obtido no comércio local, tanto na forma de saché quanto em granel. O
extrato aquoso foi tratado com acetato de etila para separacdo da maior parte dos
compostos fendlicos presentes nos chas. A caracterizagdo das amostras foi feita a
partir das metodologias de teor de fendlicos utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau
e o teor de flavonoides pelo método colorimétrico de cloreto férrico. As caracterizagdes
foram feitas por espectrometria de massas e espectroscopia de RMN de *H. Com isto
foram realizados testes de atividade antioxidante pelas metodologias de captura do
radical DPPH, ABTS e por reducéo do ion ferro e teste de viabilidade celular utilizando
células de fibroblastos linhagem 3T3, pelo método do MTT em 24 e 48 horas. Também
foram realizados célculos tedricos para a analise conformacional da (+)-catequina,
importante componente do cha verde. Com a realizacdo das andlises descritas foi
possivel observar o mesmo teor de fendlicos em ambos os extratos, porém, o teor de
flavonoides do extrato de cha verde em saché foi maior que o a granel, na
caracterizacdo por espectrometria de massas isto foi confirmado, sendo possivel
identificar todas as catequinas no extrato de cha verde em saché, e no extrato a granel
foi obtido um maior nimero de &cidos fendlicos. A partir da analise do espectro de
RMN de !H do extrato de cha em saché, foram encontrados sinais caracteristicos de
todos os compostos detectados na espectrometria de massas, confirmando a
presenca destes componentes no cha. A atividade antioxidante a partir das trés
metodologias testadas foi maior para o extrato de cha verde em saché, podendo desta
forma relacionar o maior numero de flavonoides deste extrato com o melhor potencial
antioxidante. A viabilidade celular foi testada para o extrato de cha verde em saché, e
observou-se uma diminuicdo da viabilidade em concentragdes acima de 1mg/mL, em
24 e 48 horas, nas outras concentracdes testadas as células permaneceram viaveis.

Palavras-chave: Cha verde, Camellia sinensis, RMN de H, viabilidade celular,
atividade antioxidante, espectrometria de massas.



ABSTRACT

Green tea, produced from the leaves of Camellia sinensis (L.) Kuntze, is known
for its high content of flavonoids, mainly catechins, which are associated with its
antioxidant activity. In this work, the infusion of green tea, obtained in the local market,
was carried out in water, both in the form of sachets and in bulk. The agqueous extract
was treated with ethyl acetate to separate most of the phenolic compounds present in
the teas. The characterization of the samples was carried out using the phenolic
content methodologies from the Folin-Ciocalteau reagent and the flavonoid content
using the ferric chloride colorimetric method. Spectroscopic characterizations were
performed by mass and 'H NMR. With that, tests of antioxidant activity were carried
out by the radical capture methodologies DPPH, ABTS and by reduction of the iron ion
and cell viability test using fibroblast cells lineage 3T3, by the MTT method in 24 and
48 hours. Theoretical calculations were also performed for the conformational analysis
of (+)-catechin, an important component of green tea. With the performance of the
analyzes described, it was possible to observe the same phenolic content in both
extracts, however, the flavonoid content of the green tea extract in sachet was higher
than the bulk, in the characterization by mass spectrometry this was confirmed, being
possible to identify all the catechins in the green tea extract in sachet, and in the bulk
extract a greater number of phenolic acids was obtained. From the H NMR of tea
extract in sachet, It was found signals of all compounds detected by mass
spectrometry, confirming the presence of these components in tea. The antioxidant
activity for the three methodologies tested was better for the green tea extract in
sachet, being able to relate the greater number of flavonoids in this extract with the
best antioxidant potential. Cell viability was tested for the green tea extract in sachet,
and it was observed a decrease in viability at concentrations above 1mg/mL, at 24
and 48 hours, for the other tested concentrations the cells remained viable.

Keywords: Green tea, Camellia sinensis, 'H NMR, cell viability, antioxidant activity,
mass spectrometry.
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1 JUSTIFICATIVA

O chéa é a segunda bebida néo alcoodlica mais consumida no mundo, sendo a
agua a primeira. E usado ha cerca de 3 mil anos, principalmente na China. O seu
consumo esta associado a beneficios relacionados a saude, bem como a busca por
uma melhor qualidade de vida, vinculada ao uso de produtos naturais para o
tratamento de doencas, ao invés de medicamentos de origem sintética. Dessa forma,
plantas utilizadas sob a forma de cha apresentam grande importancia econémica e
tem atraido a aten¢&o de pesquisadores no sentido da validagédo de suas propriedades
terapéuticas (ZHONGYUAN et al., 2022).

Dentre os chas, o cha verde é o mais consumido no mundo, obtido a partir da
Camellia sinensis (L.) Kuntze, pertencente a familia Theaceae. Antigamente, seu
consumo era associado a sabores e aromas atraentes. Nos dias de hoje, este cha
chama a atencdo das pessoas devido ao seu poder antioxidante, podendo ser
empregado como suplemento nutricional (DAS et al., 2019). Muitos estudos relatam
os beneficios do cha verde a saude, auxiliando na diminuigcdo do colesterol e na
prevencdo de doencgas cronico-degenerativas, como cancer e doencas
cardiovasculares. Ha varios relatos que reportam também seu potencial anti-
inflamatorio (MAITI et al., 2019).

O consumo de cha verde é maior nos paises do Oriente. A maior producao de
C. sinensis ocorre na China e na india, mas essa espécie ja € cultivada em todo o
mundo. No Brasil, o cha verde é principalmente comercializado em sachés. Um ponto
interessante relatado em alguns estudos, mostra que a quantidade de compostos
fendlicos presentes no cha verde brasileiro € maior do que desse vegetal cultivado em
outros paises. Isso ocorre devido as condi¢cfes climéticas e do solo nas regibes de
plantio (NISHIYAMA et al., 2010).

As catequinas sdo as principais substancias encontradas no cha verde,
principalmente a epigalocatequina galato (EGCG), que corresponde a 50-60% da
porcdo de catequinas no cha (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010).

Estudos mostraram que o consumo de 4 a 6 xicaras de cha verde ao dia
equivale a 400-600mg de catequinas ao dia, e 115-300mg de EGCG. Isso pode ser
benéfico para um estilo de vida saudavel, prevenindo doencas, pois as catequinas
fortalecem o sistema imunoldgico, regulam o metabolismo de glicose e lipideos e

apresentam impactos positivos no controle de obesidade e diabetes (RASHIDINEJAD
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et al., 2021). A atividade antioxidante do cha verde ja foi verificada em outros estudos,
isto porque as catequinas sao capazes de eliminar a maior parte das espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés “reactive oxygen species”) que sdo geradas no corpo
humano durante condi¢des infecciosas e inflamatoérias (SEHGAL, 2022).

Atualmente, vem crescendo o interesse em trabalhos que relacionem o efeito
biolégico com as diferentes conformacdes de moléculas. Assim, este projeto se
destinou a realizar o estudo do equilibrio conformacional da (+)-catequina, buscando
compreender os efeitos estereoeletrénicos envolvidos em cada estrutura, avaliando
desta forma as diferencas dos efeitos quando se insere um grupo galato na estrutura
da catequina, além de relacionar os resultados com a propriedade antioxidante de

extratos de cha verde obtidos a partir de amostras de chi a granel e em saché.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas sdo constituidas por carboidratos, proteinas, lipidios, &cidos
nucleicos, vitaminas e outros componentes celulares, que sdo chamados de
metabdlitos primarios e sdo necessarios para a sobrevivéncia e o desenvolvimento
das mesmas (BARKET, 2021). Os metabdlitos secundéarios, por sua vez, sdo
compostos que desempenham diversas funcdes de interacdo bidticas e abibticas
(NELSON; WHITEHEAD, 2021). Esses constituintes ndo apresentam funcao direta no
metabolismo ou crescimento da planta, mas influenciam no seu desenvolvimento
(BARKET, 2021). Existem cerca de duzentos mil metabdlitos secundarios ja descritos,
gue sao sintetizados pelas plantas para sua defesa, reproducéo, estabelecimento de
relacbes simbidticas e resiliéncia simbiética (WU et al., 2021). Muitas dessas
substancias apresentam fragrancia adocicada e cores chamativas que atraem
animais para realizar a polinizacdo das flores e dispersdo de sementes. Esses
compostos podem ser classificados em trés grupos: terpenos, compostos
nitrogenados e fenalicos.

Os terpenos sdo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos
secundarios e se configuram como uma classe importante de compostos organicos
volateis biogénicos. Sao normalmente responsaveis pelo cheiro produzido pelas
plantas, constituindo principalmente os 6leos essenciais (SORVARI; HARTIKAINEN,
2021). Também sé&o utilizados como aditivos alimentares, além de serem amplamente
empregados em produtos farmacéuticos devido a suas propriedades antifingica,
antioxidante e inseticida. Exemplos destes compostos sdo o limoneno, responsavel
pelo aroma da laranja e limao, o linalol, que esta presente na lavanda, e o mirceno,
que d& aroma ao capim-limdo e ao lipulo (AGE-HULSMANN et al., 2021). O a-
humuleno e (-)-trans-cariofileno (Figura 01) séo sesquiterpenos do 0leo essencial de
Cordia verbenacea DC (Boraginaceae), que esta presente no fitoterapico Acheflan®
qgue é utilizado para tratamento de processos inflamatérios, como tendinite e dor

causada por traumas, entorses e contusdes (DA SILVA et al., 2019)
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Figura 1- Estrutura do a-humuleno e (-)-trans-cariofileno
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Fonte: (AZEVEDO, 2016)

Quimicamente, os terpenos sdo chamados de alcenos naturais. Podem
apresentar diferentes funcdes oxigenadas e sdo constituidos por unidades de
isopreno (CsHs) que séo ligadas umas as outras de formas diferentes. Isso leva a
ocorréncia também de terpenos ciclicos como 00 limoneno. Assim, geralmente sao
classificados de acordo com a quantidade de unidades de isopreno (FELIPE; BICAS,
2017).

A segunda classe de metabdlitos secundarios, os nitrogenados, sao, muitas
vezes, originados de aminoécidos, tais como os alcaloides, consistindo em mais de
12.000 compostos relatados. Caracterizam-se como estruturas que possuem anéis
heterociclicos contendo nitrogénio. Alguns destes compostos séo a cafeina, morfina,
cocaina, nicotina (Figura 02), apresentam atividade biolégica em produtos
farmacéuticos, narcéticos e venenos, como acao anti inflamatéria, antioxidante,
analgésica, anticancer, atuando junto ao sistema nervoso central (SNC) (BARKET,
2021).

Os compostos fendlicos sédo caracterizados por possuirem na sua
estrutura pelo menos um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico. Esses compostos
desempenham diversas funcdes nas plantas, estando relacionados ao seu
crescimento e desenvolvimento, atuando, ainda, na defesa contra radiacdo e
herbivoria (ROASA et al., 2021). Como esta classe de compostos é importante para o

desenvolvimento deste projeto, serd abordada com mais detalhes na se¢éo seguinte.
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Figura 2- Estrutura quimica dos alcaloides a) cafeina b) morfina c) cocaina d) nicotina.
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Fonte: A Autora

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo uma grande classe de substancias encontradas
na natureza, consistindo em mais de 50 mil representantes ja identificados (ROMAN
et al., 2021). Podem ser encontrados em plantas, nos seus chas, frutas e sementes.
Estdo associados a reducdo de doencas como por exemplo, o cancer (OLIVEIRA;
BASTOS, 2011). Grande parte dos compostos fendlicos apresentam capacidade de
captura de radicais livres, conferindo-lhes potencial antioxidante (OLIVEIRA et al.,
2012).

Dependendo da sua estrutura molecular, podem ser divididos em &cidos
fendlicos, flavonoides e lignanas (MIKOtAJCZAK et al., 2021), os dois primeiros estdo

descritos nas proximas secoes.

2.2.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos apresentam pelo menos um anel aromatico e um grupo

carboxila, que é responsavel pela polaridade desses compostos. Podem ser

classificados em acidos hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos (Figura 03).
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Figura 3- Estrutura geral de a) acidos hidroxibenzoicos e b) hidroxicinamicos. R=OH

o] o]

Fonte: O Autor

Os éacidos fendlicos apresenta grande interesse farmacologico, sdo conhecidos
como fortes antioxidantes naturais, e podem ter grande potencial anti-inflamatorio,
anticancerigeno, antimicrobiano, antialérgico, antiviral, antitrombotico, hepatoprotetor,
aditivo alimentar, sinalizador de moléculas, entre outros (MARCUCCI et al., 2021)
(KUMAR; GOEL, 2019).

2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides pertencem ao grupo dos fendlicos, sendo constituidos por uma
estrutura do tipo C6-C3-C6 (dois anéis aromaticos que sdo interligados por uma
estrutura de trés carbonos). Apresentam sutil diversidade estrutural que leva a
compostos de diferentes classes, como antocianidinas, flavonas, chalconas,
isoflavonas, flavanonas, 3-flavanadis, entre outros (Figura 04) (SOARES, 2002).

As antocianidinas estdo presentes em flores e frutas, e 0s compostos mais
abundantes dessa classe séo a cianidina, a delfinidina e a peomidina. As flavonas séo
encontradas em frutas citricas, sendo a hesperidina e a naringerina 0s principais
representantes. As chalconas sdo precursores biossintéticos de flavonoides, como a
chalcona de naringerina que esta presente na condensacao de malonil-CoA com p-
coumaril-CoA (Figura 05). As isoflavonas estdo em legumes como a soja, e seus
principais exemplos sdo a daidzeina e a genisteina. Os 3-flavanois estdo presentes
principalmente em frutas, chas e IlUpulo. Os principais exemplos sdo as catequinas e
epicatequinas (DA SILVA et al., 2015; AVALOS; PEREZ, 20009).
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Figura 4- Esqueleto basico das Classes de flavonoides.
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Figura 5- Representag&o esquematica da biossintese de flavonoides.

Malonil-CoA p-Coumaril-CoA

OH
o] SCoA
3 + S N
OJ con””
0
OH

Chaicona sintase

HO
—_— Flavonoides

Chalcona de
naringerina

OH e}

Fonte: A Autora

Essas diferentes formas estruturais (Figura 04) conferem aos flavonoides
diversas funcgbes biolégicas. Eles podem exercer fungbes para as plantas, como
defesa contra raios ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e

bactérias, agdo antioxidante e inibicdo enziméatica (MACHADO et al., 2008).
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Esses compostos apresentam propriedades anti-inflamatorias, antitumorais,
entre outras. Os flavonoides podem agir diminuindo a circulacéo do colesterol LDL no
organismo e diminuindo a oxidacdo lipidica de membrana (REGINATO; HAAS;
BAUERMANN, 2015). Essas diversas fun¢des estdo relacionadas com o tipo de
estrutura dos flavonoides, cuja biossintese depende do estagio em que a planta se
encontra.

Algumas fontes de flavonoides s&o cebola, maga, uva, bebidas fermentadas,
como cerveja e vinho tinto, além do café, e especialmente os chés, que contém

catequinas em sua composicdo (LORDELO et al., 2010).
2.3 CHA VERDE

O ché& verde é proveniente das folhas de Camellia sinensis (L.) Kuntze que é
um arbusto pertencente a familia Theaceae. E nativo da China, porém é cultivado no
mundo todo (Figura 06) (PEREIRA et al., 2014).

A partir das folhas de C. sinensis, podem ser produzidos alguns tipos de chas,
que variam apenas na forma de fabricagdo, como o ch& branco, que ndo passa pelo
processo de fermentacao e é feito com o broto da planta. O cha verde também néo
passa pelo processo de fermentacdo. O cha vermelho € parcialmente fermentado e o
ché preto fermentado (FIRMINO; MIRANDA, 2015).

Figura 6- Foto da espécie Camellia sinensis (L.) Kuntze.

Camellia sinensis (L) Kuntze

O processo para obtencdo do ch&a branco comeca diferenciando-se na etapa
de colheita, pois é separada a maior proporgéo de brotos que possuem uma camada
prata, o que caracteriza a coloragdo do cha. Apoés a colheita, as folhas s&o submetidas

a aquecimento em agua para nao passar pelo processo de fermentacdo. Suas folhas
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sao secas naturalmente, preservando o teor de fendlicos da planta (PEREIRA et al.,
2014).

O ché& verde também passa por aquecimento logo apos a colheita. Porém, é
feito com as folhas mais maduras que o ch& branco. Depois de aquecidas, as folhas
sdo levadas para secagem para preservar sua coloracdo e seus constituintes
(PEREIRA et al.,, 2014). Isto evita a fermentacdo das catequinas, mantendo 0s
polifendis em suas formas monoméricas e protegendo as vitaminas contra a
degradacdo enzimatica (SENANAYAKE, 2013).

O cha vermelho (oolong) € conhecido por ser parcialmente fermentado, a
fermentacdo € interrompida pelo processo de aquecimento das plantas, até
apresentar a coloracdo vermelha (CAMARGO et al., 2016). O ché preto, por sua vez,
passa por processo total de fermentacdo apdés a colheita. A fermentacdo esti
associada ao processo de escurecimento, induzido por enzimas oxidativas que estao
presentes nas folhas do cha, como a polifenol oxidase. Em seguida, o material &
levado para secagem (PEREIRA et al., 2014).

Os compostos presentes nos chas, incluem desde alcaloides como cafeina,
teobromina e teofilina, flavonoides como polifenois, catequinas e taninos, até acidos
organicos como acido citrico, oxalico, malico, fumarico, entre outros (KOWALSKI et
al.,, 2019). Algumas classes de compostos presentes no cha verde estao

demonstradas na Figura 7 a seguir:

Figura 7- Composicdo quimica do cha verde.
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A composicado quimica dos chas sdo dependentes de fatores como, clima,
estacdo do ano, tipo de planta, idade e o processo de horticultura utilizado. Os
polifendis representam cerca de 30% da massa seca do cha (LAMARAO; FIALHO,
2009).

Os flavonoides de maior predominancia nos chas de C. sinensis sdo as
catequinas, e existem alguns derivados de catequinas como: a) (-)-epigalocatequina
galato (EGCG), b) (-)-epicatequina galato (ECG), c) (-)-epigalocatequina (EGC), d) (-
)-epicatequina (EC) e e) (+)-catequina (CAT) (KODAMA et al., 2010). Suas estruturas

estdo apresentadas na Figura 08.

Figura 8- Derivados de catequina.
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As catequinas foram isoladas do cha verde e suas estruturas foram
determinadas na década de 1930. S&o os principais constituintes solidos contidos no
ché que séo extraidos em agua quente. Na bebida preparada com cerca de 1g de
folnas secas para 100mL de &gua, aproximadamente 35-45mg sdo catequinas.
Podem ser extraidas com acetato de etila a partir do extrato aquoso e separadas por
cromatografia (LIAO; KAO; HIIPAKKA, 2001).
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As catequinas sdo antioxidantes que proporcionam a captura de espécies
reativas de oxigénio, como o radical superoxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila, que atacam o DNA, proteinas e lipideos do nosso organismo, podendo
causar diversas doencas degenerativas como danos ao DNA, oxidacdo de proteinas
e peroxidacéo lipidica (PEREIRA et al., 2014; CAMARGO et al., 2016).

O processo de fermentacéao utilizado na producéo do cha vermelho e cha preto
faz com que as catequinas sejam oxidadas ou condensadas, formando dimeros ou
polimeros de teaflavinas. Alguns estudos mostraram que a atividade antioxidante é
mais eficaz quando as catequinas estdo presentes em suas formas monomeéricas.
Assim, os chas brancos e verdes tem maior poder de captura de radicais do que os
chas vermelhos e pretos (CAMARGO et al., 2016).

A estabilidade das catequinas presentes no cha verde depende do pH,
concentracdo de oxigénio, temperatura e forca ibnica. A CAT é estavel em pH<7. A
EGCG e EGC sao degradadas em pH maior que 7,4. Ja a ECG é degradada em pH
11,2 e a EC é estavel entre pH 1,8- 11,2 (LIAO; KAO; HIIPAKKA, 2001).

Outro composto encontrado no cha verde é a cafeina, a qual representa cerca
de 2 a 5% da composic¢éo total do cha, semelhante ao teor encontrado nos gréaos de
café. Essa composi¢cao ndo é alterada no tipo de processamento pelo qual as folhas
passam. Logo, tanto no cha branco, verde, vermelho e preto esta proporcao é mantida
(SENANAYAKE, 2013).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Muitas doencas, como varios tipos de cancer, doencas cardiovasculares e
desordens inflamatérias podem estar relacionadas com o estresse oxidativo que é
causado pelo desequilibrio entre espécies antioxidantes e compostos oxidativos,
como radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) no nosso organismo
(LORDELO et al., 2010).

Normalmente, essas patologias se desenvolvem por alteragdes oxidativas de
moléculas como proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (LORDELO et al., 2010).
O organismo humano possui antioxidantes capazes de neutralizar alguns radicais
livres, como alguns sistemas enzimaticos (superoxido dismutase, catalases, glutationa
peroxidase) e ndo enzimaticos (glutationa, bilirubina, horménios sexuais estrogénicos,

0 acido urico, a coenzima Q, melanina, melatonina e o acido lipoico). Porém, esta
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guantidade normalmente ndo é suficiente e € necessario obter espécies antioxidantes
a partir da dieta com fontes de compostos fendlicos (OLIVEIRA et al., 2012).

Ha muitos estudos sobre substancias antioxidantes naturais na alimentacao.
Para cosméticos e produtos farmacéuticos os extratos de ervas aromaticas, chas,
uvas e citros sdo as fontes de antioxidantes mais conhecidas e estudadas (LORDELO
et al., 2010).

Muitos cosmeéticos possuem antioxidantes em sua formulacao, pois a producao
de radicais livres é um dos fatores que provocam o envelhecimento da pele, a partir
da danificacdo celular. Muitas pesquisas de formulacbes e cosméticos ja
comercializados possuem antioxidantes naturais com extratos de plantas, por
exemplo de cha verde, alecrim, semente de uva e mirtilo (MARTINY et al., 2021)

Os flavonoides agem como antioxidantes eliminando espécies reativas de
oxigénio (ROS), bloqueando o efeito dessas substancias no nosso organismo. O
processo pelo qual a atividade antioxidante, a partir da ingestdo de alimentos
especificos é desencadeada, ocorre devido ao aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, inibicao da peroxidacdo lipidica, eliminacdo de radicais livres e reducao
da oxidacao de ions metalicos. Nestas situacdes o0 que acontece é a transferéncia de
hidrogénio ou elétrons do composto antioxidante para o radical livre (ZHAOMING et
al., 2020).

Nos compostos fendlicos ocorre o efeito de conjugacédo entre os elétrons  do
anel aromatico e o oxigénio da hidroxila ligada diretamente a este anel. Isto faz com
que os pares de elétrons isolados do oxigénio interajam com os elétrons do benzeno,
enfraquecendo a ligacdo do oxigénio com o hidrogénio. Assim, o hidrogénio fica mais
susceptivel a reacdes, ligando-se aos radicais. Em geral, a capacidade antioxidante
para eliminar os radicais livres depende do numero de hidroxilas presentes na
estrutura do composto e da estabilidade dos radicais de oxigénio (ZHAOMING et al.,
2020).

A atividade antioxidante de catequinas pode ser avaliada por meio de radicais
hidroxila, anions superéxido e também radicais maiores, como o 1,1- difenil-2-picril-
hidrazila (DPPH) e o 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfénico) (ABTS). O
DPPH e o ABTS avaliam melhor a atividade de eliminacdo de radicais de catequinas
galatadas como a EGCG e a ECG, pois seus grupos volumosos contribuem para o
efeito estérico em radicais maiores que o0s substituintes hidroxila e superoxido (LIAO;
KAO; HIIPAKKA, 2001).
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Os grupos orto-trihidroxi, o grupo éster de 3-galato e as hidroxilas nas
catequinas (Figura 09) sdo importantes na eliminacdo de radicais e prevencédo da
destruicdo oxidativa de compostos biolégicos. Durante a fermentagdo do cha, ocorre
a destruicao do grupo o-trihidroxi. Isso pode explicar a melhor atividade antioxidante
do cha verde guando comparado com os chas vermelho e preto (LIAO; KAO;
HIIPAKKA, 2001).

Figura 9- Diferencgas estruturais na classe de catequinas.
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2.5 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Diversos estudos tedéricos tem sido feitos para avaliar o comportamento de
flavonoides em atividades bioldgicas e seu efeito antioxidante. Para isto, é importante
saber qual é a conformacédo mais estavel da molécula para verificar os comprimentos
de ligacdes, angulos diedros, frequéncias vibracionais, distribuicdo eletrdnica,
potenciais de ionizacdo, afinidades eletronicas e constantes de acoplamento
(ROZADA, 2015; FARIAS; COSTA; MARTINS, 2021).

Para determinacéo da estabilidade de uma estrutura, podem-se classificar as
interacdes de acordo com os efeitos estéricos que sdo causados a partir de
substituintes volumosos nos anéis aromaticos, efeitos eletrénicos que sédo gerados a

partir da diferenca de eletronegatividade entre os grupos, além da presenca de acidos
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e bases de Lewis que podem sofrer a interacdo por ligacdes de hidrogénio e
complexos intra e intermoleculares (CESARIN-SOBRINHO; FERREIRA; BRAZ-
FILHO, 2001).

O método da Teoria Funcional de Densidade (DFT- Density-functional theory)
tem sido muito utilizado para a andlise conformacional de flavonoides, como os 3-
flavandis, apresentando resultados precisos e com baixo custo computacional. Com o
método do DFT podemos avaliar para@metros como entalpia de dissociagéo da ligacéo
de hidroxilas, afinidade de protons e entalpia de transferéncia de elétrons, podendo
relacionar suas propriedades estruturais com o potencial antioxidante da molécula
(ANITHA et al., 2020).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consiste em realizar a extracdo e isolamento dos
compostos fendlicos do cha verde, com énfase para as catequinas, e caracterizar e
executar testes de atividade antioxidante e da viabilidade celular dos compostos
obtidos. Paralelamente, realizar calculos tedricos para a molécula de (+)-catequina,
para identificar como a mesma se comporta no espagco e determinar suas

conformacdes mais estaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar a infusdo em agua de amostras de cha verde obtidas em saché e a
granel;

e Isolar os compostos fendlicos dos extratos obtidos a partir de extracdo com
acetato de etila;

¢ |dentificar os compostos obtidos por espectrometria de massas;

e Caracterizar o0 extrato por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN);

e Avaliar o teor de fendlicos das amostras obtidas;

e Avaliar o teor de flavonoides das amostras obtidas;

¢ Realizar o ensaio de atividade antioxidante pelo método de DPPH, ABTS e ions
Ferro com as amostras obtidas;

e Avaliar a viabilidade celular de fibroblastos frente a amostra obtida;

« Fazer estudos conformacionais para avaliar as conformac¢des mais estaveis da

(+)-catequina.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES QUIMICOS

Acetonitrila grau HPLC, alcool metilico grau HPLC, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), reagente de Folin-Ciocalteau, 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) - (ABTS) foram adquiridos da Sigma- Aldrich (Sado Paulo, SP, Brasil).
Acetato de etila, alcool etilico e acido cloridrico 37% adquiridos da Anidrol (Diadema,
SP, Brasil). Acido galico, sulfato de sodio anidro, carbonato de sodio, acido ascorbico,
sulfato férrico e &cido formico foram adquiridos de Synth (Diadema, SP, Brasil). Nitrito
de sadio, cloreto de aluminio hexahidratato, hidroxido de sodio, persulfato de potassio,
dimetilsulféxido (DMSO) foram obtidos da Dinamica (Indaiatuba, SP, Brasil).

Fenantrolina foi adquirida da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).
4.2 MATERIAL VEGETAL

Os sachés para obtencdo dos chas foram adquiridos em supermercado da
regido de Ponta Grossa, PR, Brasil. Foram utilizados trés lotes diferentes para realizar
as infusbes, sendo da mesma marca e as amostras foram homogeinizadas. O material
vegetal dos sachés foi obtido no municipio da Fazenda Rio Grande, PR, Brasil, as
coordenadas geograficas sao latitude: 25° 39' 31" Sul, longitude: 49° 18' 32" Oeste.

O material vegetal comercializado na forma granel, foi obtido em casa de
produtos naturais da regido de Ponta Grossa, PR, Brasil. A amostra foi triturada em

liquidificador para obtengao da infuséo.
4.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO CHA VERDE

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada por infusdo do cha verde,
provenientes das folhas de C. sinensis, tanto das amostras em saché quanto das
amostras a granel, de acordo com Das e Eun (2018) utilizando banho de ultrassom
Kondortech modelo CD- 4820, série LUS20050736, poténcia 150W/ 170W, 50/ 60Hz.
As infusdes foram realizadas na proporcdo 1:100 (amostra: agua, m/v). As amostras
foram deixadas em agitacdo durante 20 minutos a 60 °C no banho de ultrassom. Apos
este processo, foi realizada a filtracdo em papel filtro e o resfriamento dos extratos
obtidos a temperatura ambiente.
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Para a obtencdo dos flavonoides das amostras, as infusdes obtidas apos
filtracdo foram acidificadas a pH 2, utilizando-se HCI 6 mol/L (DAS et al., 2020). Em
seguida, foram realizadas cinco extracdes com acetato de etila em uma proporgéo de
1:1 (v/v). A parte superior, fase orgéanica, foi seca em sulfato de sédio anidro, e filtrada
utilizando papel filtro. As amostras obtidas foram levadas para evaporacéo do solvente
utilizando rotaevaporador Fisatom modelo 550, série 001464, poténcia 1200W,
obtendo-se a fracéo de flavonoides dos extratos de cha verde.

Na sequéncia estdo descritas as metodologias empregadas para determinagéo

do teor de fendlicos e flavonoides para ambas amostras de cha verde (saché e granel).
4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de fendlicos totais nas amostras de cha foram realizadas a
partir do método adaptado de Folin-Ciocalteau (CAMARGO et al., 2016). Foram
utilizados 100 uL de amostras na concentracédo de 100 ppm, que foram adicionadas
em placas de 96 pocos com 100 uL do reagente de Folin-Ciocalteau 10%. Depois de
cinco minutos, foram adicionados 100 uL de solucdo de carbonato de sodio 7% em
todos os pocos e aguardou-se 30 minutos para que a reacao pudesse ocorrer. Apos
esse tempo, foi feita a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro de Microplacas
Biotek modelo Epoch em 765 nm.

A curva de calibracdo foi feita com acido galico por ser um padrdo para
compostos fendlicos, assim as concentracdes das amostras foram obtidas pela
equacado resultante da curva de calibracdo de acido galico, e os resultados séo

expressos como mg/g de acido galico.
4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para se determinar o teor de flavonoides nas amostras, foi utilizado um método
colorimétrico, adaptado de CHLOPICKA, PASKO, et al. (2012). Foram utilizados
100 puL das amostras a 100 ppm em solucéo de etanol. Em seguida, foram adicionados
50 pL de NaNO25% (m/v) e deixou-se em repouso durante 6 minutos. Na sequéncia,
adicionaram-se 75 uL de solucéo de AICIz.6H20 2% (m/v) e apdés 5 minutos, foram
adicionados 75 pL de NaOH 1mol/L. A solugéo foi mantida em repouso por 10 minutos

e a absorbéancia foi medida no espectrofotometro de ELISA a 510 nm. A curva foi
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construida utilizando-se o padrdo de catequina e os resultados expressos em mg

equivalente de catequina.

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.6.1 Atividade Frente ao Radical DPPH

Inicialmente, foram preparadas as solucdes etandlicas de DPPH a 25 ppm e
das amostras de cha verde a granel e em saché a 100 ppm. Essas soluc¢des foram
inseridas em uma placa de 96 pocos e foram feitas diluicdes das amostras para 12,5
ppm, 6,25 ppm, 3,12 ppm, 1,56 ppm, 0,78 ppm, 0,39 ppm e 0,09 ppm. A placa foi
deixada em repouso durante 30 minutos e protegida da luz. Decorrido esse tempo, foi
realizada a medida da absorbancia no espectrofotdmetro de ELISA a 517 nm. O
padrdo utilizado foi o 4cido arcérbico nas concentra¢des de 1000 ppm, 500 ppm, 250
ppm, 125 ppm, 62,50 ppm, 31,25 ppm, 15,62 ppm e 7,81 ppm. Este procedimento foi
adaptado de Yen e Chen (1995).

4.6.2 Atividade Frente ao Radical ABTS

A analise pela metodologia do ABTS determina a capacidade dos compostos
antioxidantes de capturar o cation ABTS". Inicialmente, foi preparada uma solucédo de
ABTS com persulfato de potassio, que foi incubada isolada da luz durante 48 horas.
Apos isso, formou-se o radical, ABTS**.Em seguida, a solu¢cdo contendo o radical foi
diluida em etanol até obter absorbéancia de 0,70 em 735 nm. As amostras de cha foram
preparadas em solucdes de etanol em seis concentracdes, sendo elas 100 ppm, 50
ppm, 25 ppm, 12,5 ppm, 6,25 ppm e 3,125 ppm. Foram adicionadas na placa de 96
pocos 100 uL de cada amostra com 100 uL da solucédo do radical. A absorbancia foi
lida a 734 nm apo6s 30 minutos. O padrao utilizado foi o acido ascérbico (RUFINO et
al., 2007).

4.6.3 Avaliacao do Poder Redutor de Ferro

Inicialmente, foi obtido o complexo de Fe (Ill) com fenantrolina, adicionando-se
solucéo etanolica de sulfato férrico com solucdo etandlica de fenantrolina. Apos isso,
foram inseridos em placas de 96 pocos, 100 uL do complexo e 100 uL das amostras
de cha verde a granel e em saché totalizando 100 ppm. Como padréo para montar a

curva de calibracao, foi utilizado o acido ascorbico com o complexo de Fe (lll) nas
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seguintes concentracdes: 100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, 40 ppm, 20 ppm e 0 ppm.
Posteriormente, a placa foi incubada durante 5 minutos e a leitura da absorbancia foi

feita em 510 nm. Este procedimento foi adaptado de Christodouleas et al. (2014).
4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE REDUQAO DO MTT

As células utilizadas foram fibroblastos de camundongo linhagem 3T3, que
foram cultivadas em meio DMEM com 10 % de soro fetal bovino (SFB). Elas foram
semeadas em em placas de 96 pocos com a concentracdo de 2x10° células/poco e
mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera imida e 5 % de CO2 durante 24 horas.
Apos este periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se na placa o extrato
de cha verde em saché nas concentracdes de 5, 1, 0,5, 0,250, 0,125, 0,075 e 0,050
mg/mL. Estas concentracdes foram obtidas a partir da diluicdo do extrato em meio
DMEM com 10 % de SFB. As células com as amostras foram incubadas por 24 e 48
horas a 37 °C em atmosfera Umida com 5 % de CO2. Apés este periodo o
sobrenadante foi retirado e foi adicionado as células uma solucdo de MTT.
Posteriormente, as culturas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora isolado da luz.
Em seguida, foram solubilizados os cristais de formazan utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO), e foi feita a leitura da absorbancia em 570 nm em um leitor de placas. Como
controle negativo foi utilizado meio DMEM, e a viabilidade celular foi obtida pela

comparacao entre as células do controle negativo com os extratos.

4.8 CARACTERIZACAO QUIMICA
4.8.1 Analise por Espectrometria de Massas

Para esta andlise foi utilizado o espectrémetro de massas modelo Acquity Xevo
TQD, Waters, com ionizacao por electrospray (ESI) e analisador de massas do tipo
triplo quadrupolo e foi operado em modo de ionizacdo negativa, ESI(-)-MS. Foi
utilizada a voltagem do capilar de 4000 V e do cone de 45 V, temperatura de
solvatagéo 600 °C, fluxo de gas de solvatagdo 650 L/h, e energia de colisdo de massas
15 V.

Para verificar os compostos predominantes nas amostras foi feita varredura em
modo de ionizacéo positiva e negativa de 100-1500 m/z. Os ions de maior relevancia
foram selecionados e realizou-se uma varredura de cada composto selecionado para

encontrar os ions filhos dos mesmos.
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4.8.2 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear

Foi realizada a caracterizacdo do extrato de cha verde em saché por RMN *H
no espectrdbmetro de ressonancia magnética nuclear, marca BRUKER, 400 MHz,
modelo AVANCE Ill. Foram utilizados 20 mg de amostra solubilizada em 0,7 mL de
metanol-ds, em 25 °C. O equipamento pertence ao Complexo de Laboratérios
Multiusuarios (C-LABMU) na UEPG.

4.9 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Foi realizada a andlise conformacional da (+)-catequina a partir de célculos
computacionais utilizando o pacote de programas GAUSSIAN 09 e o programa de
visualizacdo molecular Gauss-View 6.0.16 para obter as conformacdes mais estaveis
do composto. Primeiramente, foram realizados célculos de scan, rotacionando os
angulos diedros presentes na (+)-catequina em 36 passos de 10° cada, utilizando o
nivel de teoria M06-2X/6-31G. Assim, obtiveram-se as energias de cada conformacéao
por um grafico de superficie de energia potencial (SEP), sendo possivel identificar as
estruturas de menor energia.

ApoGs avaliar os resultados de scan, foram feitos calculos de otimizagéo e
frequéncia, utilizando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G (2d, 2p), onde séo feitos
ajustes nas conformacdes, confirmando as estruturas mais estaveis.

Os célculos de orbitais naturais de ligacao (NBO) foram realizados a fim de se
identificar os efeitos hiperconjugativos presentes nos conférmeros, que influenciam no

equilibrio conformacional.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A patrtir das infusdes, obteve-se rendimento de material seco de 4,00% para o
cha a granel e 3,96% para o chd em saché. No estudo de Das et al. (2020), foi
realizada a extracdo de cha a granel via ultrassom, e posteriormente com acetato de
etila, obtendo-se rendimento de 3,00%. Estes materiais foram utilizados nos

experimentos seguintes.
5.1 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Esta analise € baseada na reacdo de oxidacéo dos fendlicos em meio alcalino
pelos oxidantes inorganicos presentes no reagente Folin-Ciocalteau, que sdo 0s
acidos fosfotungstico e fosfomolibdico. O meio alcalino faz com que os fendlicos
percam um préton, reduzindo o reagente de Folin-Ciocalteau e formando 6xido de
molibdénio (Figura 10). Estes 6xidos absorvem luz na regiéo de 765 nm, apresentando
a coloracdo azul. Assim, é possivel quantificar a amostra pela intensidade da
coloracdo azul. Contudo, esse método ndo é especifico para compostos fendlicos,
uma vez que a reacao pode ocorrer com outros compostos redutores (PIRES et al.,
2017).

Figura 10- Equacéo da Reacao de Folin-Ciocalteau com &cido galico.

(o] (o] Q

— + Mo —» + Mo® +H*
OH OH QOH

Fonte: A Autora

A partir dos resultados obtidos da absorbancia utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau, considerando as concentracdes do padrédo de éacido galico utilizado,
obteve-se o grafico da curva padrdo (Figura 11). A mesma sera utilizada para
encontrar a concentracdo de fendlicos nas amostras, pois o &acido galico € um
metabdlito que apresenta caracteristicas parecidas com os compostos fendélicos do
cha verde. Assim, determinou-se a concentragdo de amostras desconhecidas a partir

da concentracédo de amostras semelhantes conhecidas.



35

Figura 11- Curva do padrédo de acido galico.
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Fonte: A Autora

A partir da equacgdo obtida com o grafico da Figura 11, foi calculada a
concentragdo de fendlicos nas amostras de ché a granel e em saché, obtendo-se os

resultados mostrados na Tabela O1.

Tabela 1-Teor de fendlicos e erro experimental

CHA TEOR DE FENOLICOS (%) ERRO (%)
GRANEL 49,93 2,24
SACHE 49,96 4,58

Fonte: A Autora

O teor de compostos fendlicos para o cha verde a granel foi de 499,3 mg de
acido galico/g de amostra e para o cha verde em saché 499,6 mg de acido gélico/g de
amostra. Portanto, evidenciou-se que cerca de 50 % da massa de ambas as amostras
séo compostos fendlicos. Isto sugere que a diferenca de processamento entre as duas
amostras nao interferiu no teor de fendlicos totais. Sendo assim, optou-se por realizar
a medida do teor de flavonoides das amostras para identificar o teor de catequinas

presentes.

5.2 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides nas amostras foi determinado pela técnica
espectrofotométrica de cloreto de aluminio, caracterizado pela complexacdo do
aluminio com os flavonoides (Figura 12). Essa € evidenciada pelo surgimento da
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coloracdo vermelha, cuja intensidade € proporcional a concentracdo total dos
flavonoides presentes na amostra. O cloreto de aluminio € seletivo para flavonoides,
fazendo a diferenciagdo entre os outros compostos fendlicos, pois forma complexo
estavel de cor vermelha entre os cétions de AI** e as hidroxilas livres nas moléculas.
Assim, a intensidade da coloracdo vermelha é proporcional a quantidade de
flavonoides presentes na amostra (MAGALHAES; DOS SANTOS, 2021).

Figura 12- Reacdo da (+)-catequina com cloreto de aluminio.
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Fonte: A Autora

A curva obtida para o padrédo de (+)-catequina estd demonstrada no grafico a

seguir (Figura 13) de absorbancia em fungéo da concentracéo de catequinas.

Figura 13- Curva do padréo de catequina
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Fonte: A Autora

A partir da equacdo da reta obtida, foram obtidas as concentracdes de
flavonoides nas amostras de chad a granel e em saché, estes valores estédo

apresentada na Tabela 02.
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Tabela 2- Teor de flavonoides das amostras de cha a granel e saché com erro experimental calculado

TEOR DE FLAVONOIDES (%) ERRO (%)
GRANEL 39,11 0,88
SACHE 58,80 2,44

Fonte: A Autora

Estes resultados podem ser apresentados como 391,13 mg de catequina/ g de
amostra para o granel e 588,03 mg de catequina/ g de amostra para o saché. A partir
do teor de flavonoides encontrado, observa-se que apesar de ambas as amostras
apresentarem valores muito proximos de teor de fendlicos, o teor de flavonoides da
amostra a granel é 19,69% maior que o teor de flavonoides na amostra em saché em
relacdo a massa de catequina que foi utilizada como padrdo. Considerando a massa
de acido galico que foi o padréo utilizado para o teor de fenélicos, para a amostra em
saché de 49,96% de fendlicos, 34,46% séo flavonoides, ja para a amostra a granel,
de 49,93% de fendlicos, 22,92% séao flavonoides. Assim, espera-se que a quantidade
de &cidos fendlicos na amostra a granel seja maior e a proporcao de flavonoides no

saché seja maior, o que pode ser constatado utilizando-se cromatografia liquida.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL DPPH

Este método utiliza a reducéo do radical DPPH pela substancia antioxidante,
nesta reacédo ocorre a doagéo de um hidrogénio oriundo da substancia antioxidante
(A-H) para o radical DPPH, como mostrado na Figura 14. Essa transferéncia de
hidrogénio faz com que o radical, que absorve energia na regido de 515-517 nm,
passe da coloracdo purpura para a coloracdo amarela. Entdo, a diminuicdo da

absorbancia reflete em maior capacidade antioxidante do composto.

Figura 14- Equacéo da Reacao geral entre o radical DPPH- e uma substancia antioxidante (A-H).

+  AH —_— NH + A
ON NO, ON NO,
NO, NG,
DPPH DPPH-H

Fonte: A Autora
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A partir do valor de absorbancia exibido pelas amostras a granel e em saché,

obtém-se o valor da porcentagem de inibicdo a partir da seguinte equacao:

% inibigéoz [1-(Aamostra - Abranco) / (Acontrole - Abranco)] x 100
(OLIVEIRA, 2015)

De posse desses valores, foi feito o grafico de porcentagem de inibicdo em

funcdo da concentracdo de amostra em ppm, mostrado na Figura 15.

Figura 15- Gréafico da porcentagem de inibicdo versus a concentracdo das amostras de ché verde
(granel e saché).
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Fonte: A Autora

Pela andlise do grafico da Figura 15, pode-se constatar que ambas as
amostras do cha inibiram o radical DPPH de maneira similar. A partir dos dados
reportados neste trabalho, foi possivel obter o ICso das amostras. Quanto menor o
ICs0, maior € a atividade antioxidante. Para o cha a granel, o valor observado foi de
2,713 ppm e para o saché, 1,039 ppm. Assim, pode-se observar que o potencial
antioxidante do cha verde em saché obtido pelo método do radical DPPH é maior que
do cha a granel. Este resultado era esperado devido ao maior teor de flavonoides
encontrados no cha em saché. Um estudo envolvendo extratos de cha mate em saché
e a granel (CAZAL, 2019) apresentou resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho, com a atividade antioxidante pelo método de DPPH, e os autores também
avaliaram as amostras pelo método ABTS e nestes casos as atividades antioxidantes

foram maiores para o extrato de saché comparado ao granel.
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5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE AO RADICAL ABTS

O cation radical ABTS é formado a partir da reagcdo entre ABTS e perssulfato
de potassio, com absorcdo maxima de energia em 645, 734 e 815 nm. A inibicao é
determinada pela mudanca de coloracéo azul para incolor, (Figura 16) que € medida
pela absorbancia, em fungdo da concentracéo das amostras (JAISWAL, 2020).

Figura 16- Estabilizagao do radical ABTSe+ por um antioxidante e sua formagao pelo persulfato de
potassio.
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Fonte: A Autora

Apbs a medida de absorbancia, calcularam-se as porcentagens de inibicao
para se construir o grafico (Figura 17) de porcentagem de inibicdo em funcéo da

concentracdo da amostra em ppm.

Figura 17- Gréfico da porcentagem de inibi¢cdo versus a concentracdo das amostras de cha verde

(granel e saché) e do padrao acido ascoérbico.
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Fonte: A Autora



40

A analise do grafico permitiu constatar que o valor de ICso foi de 17,290 ppm
para o cha a granel, 8,600 ppm para o cha em saché e para o padréo acido ascorbico
foi de 5,881 ppm. Isto mostra que a atividade antioxidante do saché pelo método do
radical ABTS* foi maior para o cha verde em saché, como também foi observado no
meétodo do radical DPPH. Este resultado se assemelha aos obtidos por Firmino et al.
(2015), onde foram estudadas diversas marcas de cha verde a granel e em saché,
realizando a infusdo aquosa com e sem agitacédo, e todas as marcas de saché
apresentaram percentual de inibicdo do radical DPPH maior que as amostras de
granel.

Também podemos observar que o valor de ICso do acido ascorbico ficou

proxima ao valor do saché, indicando que o extrato obtido € um potencial antioxidante.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO (lIl)

A atividade antioxidante avaliada por esse método é medida pela capacidade
dos extratos de reduzirem o ion Fe3* para Fe?* pela transferéncia de elétrons. Assim,
guanto maior a quantidade de Fe?* presente, maior sera a atividade antioxidante.

A curva de calibracéo obtida para acido ascorbico, padrdo utilizado nesse teste, esta

apresentada na Figura 18.

Figura 18- Curva de calibracdo &cido ascérbico para avaliar o poder redutor do Fe (llI).
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Fonte: A Autora

As absorbancias exibidas pelas amostras dos extratos obtidos a partir do cha

verde em saché e a granel, foram inseridas na equacéo da reta obtida. Verificou-se
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gue a concentracdo de amostra a granel foi de 391,17 mg de acido ascorbico/g de
amostra. Ja para a amostra em saché, a concentracao foi de 632, 94 mg de acido
ascorbico/g de amostra. O aumento da absorbancia é diretamente proporcional a
concentracdo da amostra, pois quanto maior a absorbancia maior é a quantidade de
Fe?* formado, passando da coloragdo amarela para alaranjada.

Estes dados podem ser comparados aos outros métodos utilizados para
determinacao da atividade antioxidante utilizados neste trabalho. Concluiu-se que as
amostras apresentaram o mesmo comportamento em metodologias que empregam a

transferéncia de elétrons, quanto as que realizam a doacao de hidrogénio radicalar.

5.6 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR REDUCAO DO MTT

A citotoxicidade do extrato de cha verde em saché foi avaliada a partir do teste
de viabilidade celular de fibroblastos de linhagem 3T3, por meio de ensaios com MTT
em 24 e 48 horas, apresentadas nas Figuras 19 e 20.

Para ambos os tempos, foi possivel observar uma diminuicdo na viabilidade
celular nas concentracdes de 5 e 1 mg/mL de extrato. Na concentracdo de 5 mg/mL
obtivemos 82,42% de viabilidade celular em 24 horas e 56,76% em 48 horas e para a
concentracédo de 1 mg/mL a viabilidade foi de 73,62% em 24 horas e 68,25% em 48
horas, comparando com as células que receberam apenas o controle (meio DMEM)
que foram padronizadas como 100% de viabilidade celular. Para as outras
concentracdes testadas néo obteve-se diferenca significativa (P<0,001) de viabilidade
celular entre as concentracdes de extrato testadas e o controle.

Em um estudo comparativo, foram realizados testes de viabilidade celular em
células tumorais de carcinoma SCC, e fibroblastos L929 (KHOZAYMEH et al., 2017).
Mostrando que o extrato de ch& verde aquoso inibiu o crescimento de células tumorais
e normais, a citotoxicidade em células tumorais com concentracdo de extrato de mais
de 20%, foi maior do que em células normais e abaixo disso foi semelhante. Outro
estudo, o extrato aquoso de cha verde foi testado em células de carcinoma de trés
linhagens, CAL-27, SCC-25 e KB (LIU et al., 2011), para todos o cha verde foi efetivo
na inibicdo do crescimento destes tumores, em concentra¢gdes acima de 35,0, 62,5 e
72,5 ng/mL, respectivamente. Korkmaz et al. (2019) Relatam um estudo realizado
utilizando as células tumorais PC-3 e normais 3T3, que foi a mesma linhagem utilizada
neste estudo, obtendo citotoxicidade maior para as células tumorais em

concentragcbes acima de 3,73 mg/mL, e em células normais alterou a viabilidade
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celular em concentracdes acima de 5,43 mg/mL, como visto no presente estudo, 0s

testes foram feitos apenas no tempo de 48 horas de incubacéo.

Figura 19- Efeito do extrato de cha verde em saché sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3, apés 24

horas, pelo método do MTT. As concentragfes testadas estdo em mg/mL, e a analise estatistica

utilizada foi o teste post-hoc de Tukey. ***P<0,001 comparado ao grupo controle.

Fonte: A Autora.

Viabilidade celular (%)

150-
100- T =
* .
*%k%k
50+
0- T T T T T T T
@ N N NN NN A
O & &S
P 6" N IR IR
T Y NV &Q
O v oY ™

Figura 20- Efeito do extrato de cha verde em saché sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3, ap6s 48

horas, pelo método do MTT. As concentragfes testadas estdo em mg/mL, e a andlise estatistica

utilizada foi o teste post-hoc de Tukey. ***P<0,001 comparado ao grupo controle.

Fonte: A Autora.
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5.7 COMPOSICAO QUIMICA DO CHA VERDE POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Os espectros de massa do extrato de cha verde em saché e a granel foram
obtidos nos modos positivo e negativo, apresentando melhor resposta no modo
negativo. No total foi possivel identificar quinze compostos no modo negativo e alguns
se repetiram no modo positivo. Os metabdlitos identificados em todas as amostras de

cha estdo descritos na Tabela 03.

Tabela 3- Compostos encontrados nas amostras de cha verde a granel e em saché, seus ions

negativos, fragmentos observados e energia de colisdo utilizada.

Precursor  Fragmentos Energia de

Numero Composto fon m/z D Granel Saché
m/z m/z coliséo

1 (+)-catequina 289,32 [M-HJ 271,43 /245,21 20

2 (-)-epicatequina 289,32 [M-HJ 271,43/ 245,22 20
(-)-epicatequina - 169,19/289,18/

3 galato 44122 IMHE 500981331 47 18 *
()-

. . . 179,3/ 219,23/

4 zplgalocatequm 305,29 [M-H] 12522 17 +
()-

5 epigalocatequin 457,21 [M-H] 331,07/ 305,14/ 17 +

169,2

a galato

6 Quercitina-3-B- 45016 .y 300,24 20 +
D-glucosideo

7  Acdo 353,28  [M-H] 191,33/ 179,34 12 + +
clorogénico

8 Acido quinico 191,35 [M-H] 85,38 25 +

9 Acido gélico 169,34  [M-H] 125,3 15 + +

10 Acido cafeico 179,34 [M-H]- 135,32 20 +

11 Umbeliferona 161,36 [M-H]- 133,28 20 +

12 Astragalina 447,29 [M-H]- 284,21 19 +

13 Cafeina 195,18 [M-H] 151,11/ 123,30 20 +

14 Saponarina 593,22 [M-HJ 422,97 15 +

15 Rutina 609,14 [M-HJ 301,2/ 401,15 18 +

Fonte: A Autora.

Os principais compostos identificados na amostra de ch& a granel, levando em
consideracéo a intensidade do pico no espectro de massas, foram o acido quinico (8)
e acido caféico (10) (Figuras 21 e 22). Outros compostos foram observados com
intensidade menor como o acido clorogénico (7), acido galico (9), umbeliferona (11),
astragalina (12), cafeina (13), (+)-catequina (1) e (-)-epicatequina (2) (Figuras 21 e
22).
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Figura 21- Compostos presentes no extrato de cha verde a granel
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Fonte: A Autora

Para a amostra de cha em saché, os principais compostos encontrados foram
catequinas (1 a 5) (Figura 7), &cido galico (9) e o acido clorogénico (7) (Figuras 21 e
23). Outros metabdlitos foram encontrados em menores intensidades, como
umbeliferona e cafeina (Figura 23). Com isso, € possivel constatar a diferenca de
composicdo quimica entre os chas.

O perfil observado revelou que a quantidade de fendlicos em ambas as
amostras € igual, contudo, as amostras sao qualitativamente distintas. No extrato de
ché& em saché, foi possivel identificar maior quantidade de catequinas, ao passo que
no extrato de granel houve maior quantidade de acidos fendlicos. Isso explica o maior

teor de flavonoides e maior atividade antioxidante na amostra de extrato de saché.
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Figura 22- Espectro de massas da amostra de chéa verde a granel.
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Figura 23- Espectro de massas da amostra de chd verde em  saché
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Este tipo de analise é de extrema importancia para identificacdo de compostos
organicos em amostras onde se tem quantidades pequenas, podendo ser utilizado
para o controle de qualidade de produtos. Se a andlises for realizada com uma técnica
hifenada, por exemplo acoplado a um cromatdgrafo ou espectrdometro de RMN, pode

ainda ser feita a quantificacdo dos compostos presentes na amostra.

5.8 ANALISE POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Na Tabela 04 sdo descritas as atribuicdes de sinais de hidrogénios encontrados
no espectro de RMN de 'H (Figura 24) do extrato de cha verde em saché. Os
compostos detectados foram os principais encontrados na anélise por espectrometria
de massas. Os espectros de RMN de 'H destes compostos (Figura 25) detectados
foram simulados no Software MestReNova 64x e o0s sinais encontrados foram

atribuidos no espectro obtido do extrato de saché.

Tabela 4- Sinais obtidos teoricamente e experimentalmente para o espectro de RMN de H em
metanol-d4 de extrato de ch& verde em saché.

Numero Analito Sinais tedricos Sinais experimentais
1 CAT 2,52;2,71; 3,91; 4,63; 5,92; 2,50; 2,71; 3,97; 4,54, 5,92;
5,94; 6,77; 6,83; 6,93 5,95; 6,75; 6,82; 6,93
2 EC 2,69; 2,81; 3,92; 4,63; 5,92; 2,65; 2,79; 3,97; 4,54, 5,92;
5,96; 6,75; 6,83; 6,94 5,95; 6,75; 6,82; 6,93
3 EGC 2,69;2,81;4,17; 5,92; 5,96;6,53  2,65; 2,79; 4,18; 5,92; 5,95; 6,50
4 ECG 2,84; 3,00; 5,33; 5,48; 5,93; 2,96; 3,00; 5,27; 5,38; 5,92;
5,96; 6,68; 6,75; 6,87 5,95; 6,69; 6,74; 6,88; 6,94
5 EGCG 2,84; 3,00; 4,98; 5,93; 5,94; 2,96; 3,00; 5,07; 5,92; 5,95;
6,50; 7,01 6,50; 6,94
6 AG 6,93 6,94
7 AC 7,07; 7,55 7,15; 7,47
8 CAF 3,37;3,43; 3,87; 7,98 3,33;3,51; 3,93; 7,79
9 UMB 6,23; 6,74, 6,82; 7,33; 7,62 6,26; 6,64; 6,83; 7,30; 7,72

Fonte: A Autora.



Figura 24- Espectro de RMN de H total do extrato de saché de cha verde em CD30OD
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Figura 25- Estruturas de compostos identificados no espectro de RMN de 'H do extrato de cha verde

(saché).
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As Figuras 26, 27, 28, 29 e 30 apresentam as ampliagdes feitas do espectro de
RMN de !H apresentado na Figura 24, para atribuicdo dos sinais que estédo presentes
na Tabela 04, de acordo com a numeragéo dos atomos mostrada na Figura 25.
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Figura 26- Espectro de RMN de 'H em metanol-d, do extrato de cha verde em saché com expanséao
de 2,45 até 3,00 ppm
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Figura 27- Espectro de RMN de *H em metanol-d4 do extrato de cha verde em saché com expanséo
de 3,20 até 4,07 ppm.
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Figura 28- Espectro de RMN de 'H em metanol-d, do extrato de cha verde em saché com expanséao
de 4,15 até 6,00 ppm.

1/2/3/4/5

=593

5.91
.03

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 54 5.3 5.2

Fonte: A Autora

Figura 29- Espectro de RMN de 'H em metanol-d do extrato de cha verde em saché com expanséo
de 6,05 até 7,00 ppm.
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Figura 30- Espectro de RMN de 'H em metanol-d, do extrato de cha verde em saché com expanséao
de 7,05 até 8,07 ppm.
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Os sinais obtidos no espectro do extrato para CAT foram os multipletos em 2,50
e 2,71 ppm, correspondentes aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono 10. O
multipleto em 3,97 ppm foi atribuido, ao hidrogénio do carbono carbindlico 9, e o
dupleto em 4,54 ppm, é referente ao hidrogénio do carbono 8. Foram observados,
ainda, sinais em 5,92 e 5,95 ppm referentes aos hidrogénios ligados a atomos de
carbono de anel aromético (C-1 e C-5), respectivamente. Os sinais relativos aos
atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono de anel aromético (C-12, C-13
e C-16) foram observados em 6,82 ppm, 6,75 ppm e 6,93 ppm, respectivamente.

Para o epimero da catequina, EC, foram observados no espectro de RMN de
'H nove sinais de hidrogénio, sendo eles o sinal em 2,65 e 2,79 ppm (Figura 26) para
os hidrogénios ligados ao carbono 10, a diferenca de orientacdo espacial de CAT para
EC, faz com que estes hidrogénios de C-10 tenham maior deslocamento quimico do
gue em CAT. Observou-se um multipleto em 3,97ppm, referente ao hidrogénio do
carbono 9 (Figura 27) um dupleto em 4,54 ppm (Figura 28) que pertence ao hidrogénio
do carbono metinico 8. Foram observados também os sinais relativos para os
hidrogénios ligados aos atomos de carbono sp? de anel aromatico, com deslocamento
quimico de 5,92, 5,95, 6,82, 6,75 e 6,93 ppm, atribuidos a C-5, C-12, C-13 e C-16,

respectivamente, relativos a uma catequina.
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No espectro de RMN de H de EGC, foram observados dois dupletos em 2,65
e 2,79 ppm sinais referentes aos atomos de hidrogénio ligados a C-10 (Figura 26). Os
sinais observados em 5,92 ppm e 5,95 ppm (Figura 28), foram atribuidos aos &tomos
de hidrogénio ligados aos atomos de carbono constituintes de anel aromatico C-1 e
C-5. O simpleto observado em 6,50 ppm foi atribuido aos atomos de hidrogénio de
carbonos equivalentes C-12 e C-16 mostrado na Figura 24, este sinal mostra a
principal diferenca entre EC e EGC, pois o anel aromatico B sendo semelhante, os
sinais de C-12 e C-16 s&o equivalentes, diferentemente dos sinais de hidrogénio no
anel aromatico B de EC, que séo atribuidos separadamente com maior deslocamento
quimico.

A presenca de ECG foi constatada a partir da observacdo de dez sinais no
espectro de RMN de 'H. Os sinais nos deslocamentos quimicos de 2,96 e 3,00 ppm
foram associados aos atomos de hidrogénio ligados a C-10 (Figura 26). O multipleto
em 5,38 ppm foi atribuido ao hidrogénio do carbono carbindlico C-9, e um dupleto em
5,27 ppm pertencente ao hidrogénio metinico de C-8, sendo esses 0s sinais
caracteristicos de um esqueleto do tipo epigalocatequina, estes sinais de hidrogénios
de C-8, C-9 e C-10, séo caracteristicos para identificar a ECG, pois h4 um aumento
no valor do deslocamento quimico com a presenca do grupo galato, comparando com
a EC. Foram observados também, ambos mostrados na Figura 28, os hidrogénios
aromaticos 1 e 5 com deslocamento quimico de 5,92 e 5,95 ppm, e para 0s
hidrogénios dos carbonos 12, 13 e 16, 6,69 ppm, 6,74 ppm e 6,88 ppm,
respectivamente (Figura 29), e um simpleto em 6,94 ppm referente aos hidrogénios
dos carbonos 26 e 30 do aromatico proveniente do acido galico, mostrado na Figura
24,

Os sinais caracteristicos de EGCG foram aqueles atribuidos aos hidrogénios
do carbono 10, em 2,96 e 3,00 ppm (Figura 26), estes sinais estado mais desblidados
nas estruturas dos galatatos (ECG e EGCG) do que nas catequinas (EC e EGC). O
hidrogénio do carbono 8 apresenta o sinal de dupleto em 5,07 ppm(Figura 28), este
sinal indica a principal diferenca entre ECG e EGCG, devido a presenca de uma
hidroxila a mais no anel aroméatico B. Os sinais de deslocamento quimico em 5,92 e
5,95 ppm sédo caracteristico dos hidrogénios 1 e 5 do anel aromatico, todas as
catequinas apresentaram estes sinais (Figura 28). Para os hidrogénios equivalente
dos carbonos 12 e 16 foi atribuido o simpleto em 6,50 ppm (Figura 24), também

evidenciando a presenca deste composto, uma vez que em ECG o0s sinais séo
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diferentes para os hidrogénios de C-12, C-13 e C-16 do anel aromatico B. Para os
hidrogénios do anel aromatico derivado do acido galico o simpleto em 6,94 ppm é
igual aECG (Figura 24).

Além das catequinas, foram identificados sinais caracteristicos do acido gélico,
acido clorogénico, cafeina e umbeliferona (Figura 25). Para o acido galico observa-se
no espectro o simpleto em 6,94 ppm (Figura 24) referente aos hidrogénios
equivalentes dos carbonos 1 e 3 do anel aromético.

O &cido clorogénico apresentou sinais caracteristicos da insaturacdo o, 3 a
carbonila do composto, que foram observados em 7,15 e 7,47 ppm, respectivamente
(Figura 30).

Foi possivel constatar a presenca de cafeina devido a presenca de trés
simpletos em 3,33; 3,51 e 3,93 ppm dos grupos N-metil nas posi¢cdes dos carbonos
10; 12 e 14, e em 7,79 ppm um simpleto (Figura 30) do hidrogénio do carbono 5.

A umbeliferona apresentou cinco sinais, sendo eles em 7,72 e 6,26 ppm
referentes aos hidrogénios vinilicos dos carbonos 7 e 8, respectivamente (Figura 30 e
29). Os sinais dos hidrogénios aromaticos dos carbonos 1, 4 e 6 estdo em 7,30, 6,64
e 6,83 ppm, respectivamente (Figura 30 e 29).

Com esta analise detalhada, pode-se afirmar que os resultados obtidos a partir
dos espectros de RMN corroboram com os dados observados pela Espectrometria de

massas.

5.9 CALCULOS COMPUTACIONAIS

A andlise conformacional da (+)-catequina traz dados sobre a conformacéo
mais estavel no equilibrio e quais sé@o os efeitos estabilizantes desses conférmeros.
Dessa forma, € possivel correlacionar esses resultados com dados experimentais e
prever potenciais atividades biolégicas para o composto. Primeiramente, foram feitos
calculos de scan rotacionando o angulo diedro o em 36 passos (Figura 31). A estrutura
foi desenhada com o pacote de visualizagdo molecular GaussView 6.0.16 com o anel
B e o grupo hidroxila na posicdo equatorial, pois segundo o estudo realizado por
HAYASHI e UJIHARA (2016) esta conformacdo possui menor energia. Obteve-se
assim, o grafico de coordenadas versus energia potencial da conformacéao (Figura 32).
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Figura 31- Estrutura da (+)-catequina com énfase nos angulos diedros o e .

Fonte: A Autora.

Figura 32- Grafico de scan obtido com o giro do angulo diedro o da (+)-catequina.
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Os pontos de menor energia sdo chamados de pontos de minimo. Os mesmos
foram selecionados e, para cada conformacédo obtida, foi realizado o giro do diedro
B (Figura 31). A partir dos conférmeros obtidos, foram feitos calculos de otimizagéo e
frequéncia, para confirmar quais sdo as geometrias mais estaveis da (+)-catequina,

ao final foram obtidos quatro conférmeros de menor energia (Figura 33).
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Figura 33- Conformacdes mais estaveis da (+)-catequina e suas populacoes.
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No estudo de Anitha e colaboradores (2020) foram realizados céalculos para
encontrar o melhor sitio ativo de doacéo de proton para a atividade antioxidante da
(+)-catequina, e foi possivel observar que a hidroxila de C7 faz ligacdo de hidrogénio
intramolecular com a hidroxila de C8. Essa interacdo é importante para definir que 7-
OH é o melhor sitio ativo, pois € onde o radical ataca preferencialmente.

Os conférmeros mais estaveis sdo 0 1 e 0 4, que possuem populacdes de
23,11% e 75,58%, respectivamente. Ambas apresentam o hidrogénio da hidroxila do
angulo diedro B voltada para o anel aromatico B, enquanto as conformacdes com
menor populacdo apresentam o hidrogénio para outra diregdo. Os angulos diedros
obtidos nas quatro conformacfes mais estaveis e suas energias relativas estdo

apresentadas na Tabela 05.
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Tabela 5- Energias relativas em kcal/mol e angulos diedros dos conférmeros da (+)-catequina.

AE (kcal/mol) Angulo « Angulo g
Conférmero 1 0,70 92,44 4,25
Conférmero 2 3,03 102,43 54,17
Conférmero 3 2,66 85,11 125,94
Conférmero 4 0,00 93,58 0,03

Fonte: A Autora

Analisando os valores de energia, foi possivel concluir que os conférmeros 1 e
4 sd0 os mais estaveis. Visando explicar estes resultados, foram realizados calculos
de NBO, que demostram os efeitos hiperconjugativos da molécula, eles estéo
apresentados na Tabela 06:

Tabela 6- Principais intera¢6es hiperconjugativas da (+)-catequina e suas energias de estabilizacdo
em kcal/mol.

Conférmero1l Conférmero2 Conférmero3 Conférmero 4

Anel Aromatico A 220,11 195,89 220,18 220,09
Anel Aromatico B 214,35 212,88 215,32 211,79
Par de elétrons O16 35,66 36,5 36,83 34,62
Par de elétrons 017 8,96 13,95 8,4 9,29
Par de elétrons 018 37,18 36,01 36,07 36,63
Par de elétrons 019 34,01 33,07 32,98 33,95
Par de elétrons 020 37,06 37,48 37,36 37,2
Par de elétrons 021 38,18 38,27 37,97 38,41
Anel Aromatico A- 8,44 8,5 8,5 8,47
com-Oxigénio do
ciclo C
SOMA 633,95 612,55 633,61 630,45

Fonte: A Autora

As energias de estabilizagéo analisadas foram dos anéis aroméaticos A e B, dos
pares de elétrons dos oxigénios da molécula e da interacdo entre o anel aromatico A
com o oxigénio do ciclo C. Os valores do somatorio de energias encontrados foram
proximos, nao sendo possivel diferenciar qual conférmero seria 0 mais estavel, como
foi vistos nos calculos de otimizacdo e frequéncia. Constatou-se que a diferenca de
angulo o ndo impactou na contribuicdo energética do anel aromatico B para

estabilizacdo da molécula.
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A partir deste estudo nado foi possivel obter explicacbes sobre a maior
estabilidade do conférmero 4. Porém, analisando as estruturas de menor energia
obtidas, podemos observar que o anel aromético B apresenta uma conformacéo
espacial menos planar em relacdo ao restante da estrutura nos conférmeros 1 e 4,
contribuindo para a diminuicéo do efeito estérico que deve ser maior nos conféormeros
2 e 3. Para confirmar esta hipotese, podem ser realizados célculos computacionais

que avaliem o efeito estérico em cada conformacéo obtida.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a técnica de
extracdo dos compostos fendlicos do cha verde a partir do ultrassom foi efetiva. A
extracdo dos flavonoides utilizando acetato de etila foi eficaz e levou a rendimento
similar (cerca de 4%) para ambas as amostras. Na avaliacdo de composicéo, o teor
de compostos fendlicos nas amostras foi semelhante, mas o teor de flavonoides no
extrato do cha em saché foi maior que do cha a granel. Com isto foi avaliada a
atividade antioxidante dos extratos, e para o extrato de saché obteve-se maior efeito
antioxidante que para a amostra em granel, independentemente do método avaliado.
Com o teste de viabilidade celular observamos que abaixo da concentracdo de
1mg/mL o extrato ndo apresentou efeito citotoxico para células normais. A partir da
espectrometria de massas observamos diferencas na composicdo do cha verde de
saché e a granel. Essa diferenca de atividade antioxidante dos extratos pode estar
relacionada a maior presenca de catequinas no extrato de saché, para complementar
com a espectroscopia de RMN de !H pode-se analisar os sinais dos principais
compostos encontrados no extrato de saché apods analise da espectroscopia de
massas. A andlise conformacional permitiu observar quais sdo os conférmeros de

maior estabilidade da (+)-catequina.
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