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RESUMO

A L-dopa é um amino&cido fendlico precursor do neurotransmissor dopamina, que, por sua vez, é responsavel principalmente pelas fungdes
motoras e cognitivas no corpo humano. A molécula de L-dopa tem grande importancia no tratamento da Doenca de Parkinson, uma sindrome
neurodegenerativa que afeta justamente a regido do cérebro responsével pela sintese do neurotransmissor dopamina. O tratamento da patologia
é realizado por meio de farmacos cujo principio ativo é a L-dopa. Dessa forma, a partir de analises in silico, as vias metabdlicas das folhas de
Coffea arabica foram reconstruidas e a partir destas, foi inferida a ocorréncia natural da L-dopa como um metabolito na espécie vegetal referida.
Portanto, neste trabalho, foi desenvolvida e validada uma metodologia para a extragdo e identificacdo da L-dopa em folhas de Coffea arabica
utilizando a técnica de cromatografia liquida acoplada ao detector de arranjo de diodos (UHPLC-DAD). O estudo foi conduzido realizando-se
um planejamento experimental afim de ser obter as melhores condicfes de extragdo da L-dopa nas folhas de café. A metodologia foi validada
em termos de linearidade, limites de quantificaco e detecgdo, precisdo e exatiddo. Foi realizada a extensdo de escopo para a quantificagdo de

L-dopa em folhas de outras duas espécies de folhas de café, Coffea eugenioide e Coffea canephora.
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Introducéao

A doenca de Parkinson é uma condicdo neurodegenerativa cronica
caracterizada pela morte de neurdnios na substincia negra do
cérebro, 0 que leva a diminuicdo da producdo de dopamina, um
neurotransmissor essencial para fungdes motoras, cognitivas e do
sono.! Seus sintomas incluem tremores, rigidez muscular, disttrbios
do sono, deméncia e psicose, afetando principalmente pessoas acima
dos cinquenta anos de idade.?® O tratamento atual baseia-se na
administragdo de L-dopa, um precursor da dopamina, que €
metabolizado no cérebro para aliviar os sintomas causados pela
doenca.* Recentemente, a presenca de L-dopa foi identificada em
folhas de café®, o que abre novas possibilidades para fontes naturais
da substancia e aproveitamento de residuos agricolas. Nesse
contexto, considerando a importancia econdmica do café no sul de
Minas Gerais e 0 potencial terapéutico da L-dopa, este trabalho
propbe uma metodologia para extracao e quantificacdo da L-dopa em
folhas de trés espécies de cafeeiro, utilizando técnicas analiticas
sensiveis como a cromatografia liquida.

Experimental
Instrumentacdo

As analises foram realizadas em um UHPLC-DAD (Agilent, 1290
Infinity) e coluna cromatografica de fase reversa Luna C18
(Phenomenex) de dimensbes 250 mm x 4,60mm x 5um). O
amostrador automatico foi mantido a 4°C. A eluicdo da fase movel
fase movel ocorreu no modo gradiente, sendo a fase mével A
composta por solucdo aquosa de acido acético 3% e a fase moével B
sendo composta por metanol. O gradiente estabelecido foi: 0 min 5%
B; 0-3 min, 10% B; 3-6 min, 15% B; 6-9 min, 30% B;

9-10 min, 35% B; 10-11 min, 30%B; 11-13 min, 15% B; 13-14min,
5% B; 15 min, 5% B.O fluxo otimizado do gradiente foi de 0,5 mL
min-1 e o volume de injecdo das amostras foi de 20 uL. O
comprimento de onda utilizado no detector foi de 280 nm. As
analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério
Multiusuério de Analises Instrumentais da UFLA.

Preparo da amostra

A metodologia descrita foi uma adaptacdo de Cherubino Ribeiro, de
Oliveira et al. (2023)°. As folhas de café foram maceradas com
nitrogénio liquido até textura de um po6 fino e homogéneo. Em
seguida, 0,2g desse material foi pesado e transferido a um tubo falcon
de 50mL. Ao tubo foram adicionados 5 mL de uma solucéo de &cido
acético 0,3% (v/v). O tubo foi selado e levado ao shaker com agitagédo
de 240 rpm e temperatura controlada em 20°C por 15 minutos. Em
seguida, a amostra foi centrifugada em 13.000 rpm por 10 minutos e
4°C. O sobrenadante obtido foi transferido a outro tubo falcon e
mantido em banho de gelo. Ao material vegetal restante foram
adicionados mais 5 mL da solucéao de acido acético 0,3% (v/v), que
novamente submetido a etapa de extracdo. O sobrenadante final foi
agregado ao sobrenadante anterior, formando um pool, que foi
submetido a filtragdo com uma membrana de poro de 0,45um. O
conteddo filtrado foi transferido a um vial de 1,5mL e conduzido a

analise por UHPLC-DAD. Foi empregado um planejamento
experimental univariado para a avaliacdo de trés parametros afim de
se obter a maior eficiéncia na extragcdo. Os parametros avaliados
foram proporc¢&o entre massa seca do material vegetal e volume de
solvente, concentragdo do solvente extrator e tempo de extracdo.
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Resultados e Discussao

A melhor condicdo para a corrida cromatografica na analise da L-
dopa foi a rampa de gradiente com tempo total de 15 minutos. O
tempo médio de retencdo verificado para a L-dopa foi de 8 minutos,
conforme pode ser visto na Figura 1 (pico cromatografico destacado).

jort
=)
(2R N

Intensidade Relativa (%)
N

ot i, R Ma . SN

T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

Tempo de Retengéo (min)

Figura 1. Cromatograma da andlise de folhas jovens de C. arabica

A Figura 02 mostra 0 cromatograma com o pico da L-dopa na
amostra de folhas de café (C. arabica) enriquecido com o padrédo
afim de se verificar a presenca de algum interferente ou efeito matriz
das amostras. Pelo cromatograma é possivel notar a boa separa¢do
entre 0s picos na analise do tecido vegetal, o que evidencia a
seletividade do método proposto.
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Figura 2. Cromatograma da andlise da C. arabica fortificada com
padréo 11,83 pug mL™.

As condigdes 6timas de extracdo consideradas para essa metodologia
foram 0,29 de massa de material vegetal para 0,5mL de solvente
(proporcao 1:25), com a utilizagcdo de uma solugdo de acido acético
0,3% (v/v) como solvente extrator e 15 minutos de extragdo,
empregando-se também uma extracdo dupla afim de se obter
exaustivamente a espécie quimica de interesse.

A linearidade do método desenvolvido para a quantificagdo da L-
dopa em folhas de café foi realizado pelo método de superposicao de
matriz. Para tanto, foi construida uma curva analitica a partir da
adicdo de quantidades conhecidas e crescentes de padrdo sobre um
pool das amostras de folhas senescentes de C. arabica. A curva
obtida foi comparada a curva obtida pelo método de calibragdo
externa, com a mesma faixa linear e pontos de concentragdo. Foi
observado uma elevada confluéncia dos sinais obtidos entre os dois
métodos, bem como um coeficiente de correlacdo (R?), similares.
Portanto, devido a auséncia do efeito matriz e para uma maior
correspondéncia para com as amostras reais, a quantificacdo dos
extratos foi realizada pela curva matrizada.

A faixa de trabalho linear utilizada na construcdo das curvas
analiticas foi de 0,19 a 15,77 pg mL*. O coeficiente de correlagio,
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R2, obtido foi de 0,9997, indicando um elevado grau de correlagdo
linear entre as medidas adquiridas.Os valores obtidos para os limites
de deteccdo e de quantificacdo foram 0,12 e 0,37 pg mL*,
respectivamente, estimados pelo s da curva. Para os trés niveis de
concentracéo (0,78; 1,51 e 3,94 pug mLY) valores recuperados foram,
101,76%, 115,53% e 80,25%, respectivamente.

Os estudos de linearidade serviram como base para a quantificacéo
da L-dopa em folhas jovens, maduras e de trés espécies de café C.
arabica, C. eugenioides e C. canephora. Figura 3 reproduz as
concentracfes médias obtidas pela analise cromatogréafica.
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Figura 3. Gréafico ilustrando as concentragcbes de L-dopa
encontradas em folhas de C. arabica, C. eugenioides e C. canephora

Conclusoes

A metodologia desenvolvida possibilitou a extracdo e quantificacdo
da L-dopa em amostras de folhas de café, mesmo se tratando de uma
amostra tdo complexa. O estudo abre portas para futuras pesquisas
acerca da utilizacdo e aplicagdo da L-dopa extraidas dos tecidos
vegetais do cafeeiro, tanto como matéria prima para a fabricacdo de
farmacos, quanto como um possivel auxilio na prevencdo e ou
tratamento de doencas neurodegenerativas, como a Doenca de
Parkinson.
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