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RESUMO

O maracuja é constituido por diversas espécies do género Passiflora, cujas
folhas séo utilizadas como sedativo e calmante na forma de extratos, tinturas infusos e
decoctos. A espécie Passiflora actinia Hook., conhecida popularmente como maracuja-
do-mato, € uma espécie nativa da regidao Sul do Brasil. Seus estudos quimicos e
farmacologicos sdo ainda escassos, sendo o objetivo dessa dissertacdo de mestrado
contribuir para o conhecimento dessa espécie. Os extratos, fluido e metandlico
desclorofilado, analisados em CLAE apresentaram pico com tempo de retencao
semelhante ao do padréo isovitexina, que também esta presente em grande quantidade
na espécie P. incarnata. As fragdes mais polares (n-BuOH e aquosa) apresentaram em
estudos anteriores resultados que sugerem a existéncia de potencial ansiolitico e
sedativo em ratos, sendo que o isolamento de substancias presentes nessas fracoes,
juntamente com biomonitoramento foi um dos objetivos desse trabalho. A fracdo n-
BuOH, constituida majoritariamente por flavondides, possui isovitexina, mas orientina e
vitexina estdo ausentes. Outros flavonodides estdo presentes nas fragdes, mas nao
puderam ser isolados e identificados. Parte da fragcdo aquosa do extrato metandlico
desclorofilado foi submetida a acetilagdo, de onde foi isolada uma substancia e,
identificada por "H e "*C-RMN como glicerol. As separacdes de substancias ativas das
fragbes polares utilizando cromatografia em coluna com Silica Gel 60G, Sephadex LH-
20 e Amberlite XAD-16 nédo foram bem sucedidas, demonstrando a dificuldade de
isolamento de constituintes ativos do maracuja, fato ja experimentado por outros

pesquisadores.
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ABSTRACT

The passion fruit is constituted by several species from the genus Passiflora,
whose leaves are used as sedative and to calm down in the form of extracts, tinctures,
infusion and decocts. The species Passiflora actinia Hook., known popularly as
"maracuja-do-mato"”, is a native species of the South area of Brazil. Its chemical and
pharmacological studies are still scarce, being the objective of the dissertation to
contribute for the knowledge of that species. The extracts fluid and methanolic free from
chlorophyl analyzed by HPLC presented pick with retention time similar to the
isovitexina, which is also present in great amount in the species P. incarnata. The most
polar (n-BuOH and aqueous) fractions presented in previous studies results that suggest
the existence of potential anxiolitic and sedative activities, in mice, being the isolation of
active compounds in those fractions through bioassay, was one of the objectives of that
work. The fraction n-BuOH, constituted mainly of flavonoids, contain isovitexin but
orientin and vitexin are absent. Other flavonoids are present in the fractions, but they
could not be isolated and identified. Part of the aqueous fraction of the methanolic
extract free from chlorophyl was submitted to the acetilation, from where a compound
was isolated and identified for 'H- and "*C-RMN as glycerol. The separation of active
compounds from the polar fractions using column chromatography with Silica Gel 60G,
Sephadex LH-20 and Amberlite XAD-16 was not successful, demonstrating the difficulty
already experienced for other researchers when trying to isolate active compounds from

the passion fruit leaves.
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INTRODUCAO

Plantas, animais e minerais tém sido usados por toda a civilizacdo humana na
Historia para fazer remédios. As civilizacbes primitivas cedo se aperceberam da
existéncia, ao lado das plantas comestiveis e de outras dotadas de maior ou menor
toxicidade que, ao serem experimentadas no combate a doenca, revelaram, embora
empiricamente, o seu potencial curativo. No Brasil, as plantas eram usadas pelos povos
indigenas em rituais de cura, da mesma maneira que os povos africanos faziam sua
associagao com rituais religiosos (Ferro, 2006). Registros escritos como os antigos
hierdglifos egipcios e manuais chineses de fitoterapia descrevem o uso extensivo de
produtos naturais para fins medicinais e a natureza continua a ser o maior recurso de
medicamentos em todo o mundo (Polunin e Robbins, 1992).

Um século atras, muitas drogas eram derivadas de plantas. Drogas sintéticas
somente apareceram no mercado no final do Século XIX. Apesar de todo o progresso
no desenvolvimento de novas drogas sintéticas, os farmacos naturais nunca perderam
totalmente a sua importancia. De fato, no final do Século XX, eles conquistaram
novamente popularidade, devido as substancias sintéticas apresentarem grandes
efeitos colaterais (Wichtl, 2004).

As plantas sao fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande numero de
medicamentos (Nodari e Guerra, 2003).

Para a obtencdo de novos farmacos existem trés tipos de abordagem que sao

utilizadas ha muito tempo e podem ser aplicadas até o momento. Sao elas: a



tradicional, a empirica e a molecular. A tradicional utiliza as informagdes obtidas (erros
e acertos) pelas diversas culturas e sistemas de medicina. Muitas drogas como a
morfina e a quinina sdo exemplos de drogas descobertas pela abordagem tradicional. A
empirica se baseia no entendimento de processos fisioldgicos e frequentemente utiliza
moléculas naturais modelos, que servem de base para o desenvolvimento de outras
moléculas ativas. Exemplos incluem a tubocurarina e outros relaxantes musculares,
propanolol e outros antagonistas de receptores -adrenérgicos. A abordagem molecular
se baseia no conhecimento do local de acéo para o agente terapéutico (Harvey, 1999).

Para a obtencdo de novos farmacos, dois aspectos distinguem os produtos de
origem natural dos sintéticos: a diversidade estrutural e a funcdo biolégica. A
diversidade estrutural dos produtos naturais € muito superior aquela derivada dos
produtos de sintese sendo esse fato muito util na abordagem molecular quando se
utiliza a metodologia de selegcdo ao acaso. Além disso, existem em uma mesma planta
substancias de mesmo grupo quimico, com similaridade estrutural, possibilitando uma
maior chance de descobrimento de informagdes sobre estrutura-atividade. Esses fatos
possibilitam que as substancias quimicas presentes nas plantas possam vir a se tornar
farmacos em potencial para as mais diferentes moléstias (Harvey, 1999; Nodari e
Guerra, 2003).

Muitos dos nossos medicamentos atuais sdo derivados de plantas. A
porcentagem de drogas derivadas de produtos naturais era de 40% no ano de 2000,
mantendo-se aproximadamente constante nos anos seguintes (Butler, 2004). Exemplos
de drogas importantes obtidas de plantas sdo: morfina, um potente analgésico derivado

do o¢pio (Papaver somniferum, Papaveraceae); digoxina, um medicamento para



congestdo cardiaca derivado da digital (Digitalis spp., Scrophulariaceae); o
antihipertensivo reserpina, derivado da ralwolfia (Rauvolfia serpentina, Apocynaceae);
quinina e quinidina, substancias antimalaria derivadas da Cinchona spp., Rubiaceae;
vincristina e vimblastina, anticancer derivados da Catharanthus roseus, Apocynaceae;
atropina da Atropa belladona, Solanaceae (Cass, 2004; Rates, 2001) e o taxol,
anticancer conhecido pelo nome genérico Paclitaxel, que é um diterpendide oxigenado
complexo isolado da arvore teixo-do-pacifico, Taxus brevifolia, Taxaceae. Essa
substancia foi isolada durante um arduo trabalho de screening de diferentes plantas
antineoplasicas no final da década de 60 por um grupo de pesquisadores através de
abordagem sistematica. Mais tarde, foi isolado em varias outras espécies do género
Taxus (incluindo Taxus wallichiana), onde ja foram isolados mais de 300 taxdides. O
taxol como farmaco foi desenvolvido pelo National Cancer Institute nos Estados Unidos.
Em 1992, a Bristol-Myers—Squibb recebeu a aprovagao para comercializar o taxol para
o tratamento de cancer de ovario refratario, de mama metastatico, cancer de pulméo e
sarcoma de Kaposi. Um derivado semisintético do taxol, o taxotere, € conhecido
atualmente como uma droga anticancer melhor que o taxol (Srivastava et al., 2005).
Apesar de todas as técnicas analiticas disponiveis a maioria das espécies de
plantas n&ao sao investigadas quimicamente e biologicamente com grandes detalhes, e,
até mesmo plantas medicinais bem conhecidas necessitam de mais estudos clinicos
(Phillipson, 2003). Para a pesquisa de novas drogas derivadas de produtos naturais
continuarem sendo competitivas com outros métodos de descoberta de farmacos se faz
necessario um aumento na velocidade dos processos de estudos prévios, isolamento e

elucidacao estrutural (Butler, 2004).



O conhecimento da biodiversidade vegetal, além de ser considerado uma fonte
de modelos quimicos para a sintese de novas moléculas, também deve ser incentivado
como um recurso natural com possivel atividade na forma de fitoterapico padronizado,
eficiente e seguro (Simdes e Schenkel, 2002).

A partir das ultimas décadas do século XX houve um aumento no uso dos
farmacos vegetais em substituicdo aos medicamentos sintéticos. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populagédo acredita e tem confianga em
plantas medicinais para o tratamento de sintomas e patologias diversos. Na grande
maioria dos casos, o uso dos medicamentos sintéticos € o melhor tratamento, mas,
quando apropriadamente utilizadas, as plantas medicinais podem ser a escolha correta.
Apesar de nem sempre ser verdade, a populacdo tem descoberto que os farmacos
naturais frequentemente podem ser seguros, efetivos e mais baratos em relagdo aos
farmacos comerciais. Algumas das vantagens sao: o menor grau de efeitos colaterais, o
sinergismo entre os componentes quimicos presentes na planta que podem atuar em
diferentes sintomas ao mesmo tempo e a atuagdo das plantas como um agente de
equilibrio na fisiologia do individuo e ndo somente no sintoma especifico. Muitas vezes
os resultados clinicos com a utilizagao de plantas medicinais tende a ser mais lento e
gradativo do que com os farmacos tradicionais (Cass, 2004).

A selecado de plantas com possivel poder farmacologico depende de diversos
fatores que incluem: conteudo quimico, toxicidade e uso tradicional pela populacdo em
diferentes culturas, que €& conhecido como etnobotanica, mais especificamente
etnofarmacologia (Rates, 2001). Esta constitui um desdobramento da etnobotanica e

estuda os remédios simples ou compostos, produzidos a partir de vegetais, envolvendo



sempre o objetivo de corrigir problemas de saude, tanto da ordem fisica, como mental
ou espiritual (Camargo, 2003). Um exemplo € o maracuja, cuja droga é constituida por
diversas espécies do género Passiflora, da familia Passifloraceae. Passiflora incarnata
Linn. e outras espécies do género (P. alata Curtis; P. coerulea Linn. , P. edulis Sims, P.
edulis Sims f. flavicarpa Degener), sdo amplamente usadas na medicina tradicional por
toda a Europa e nas Américas por suas propriedades sedativas e ansioliticas.
Passiflora incarnata € a espécie oficial em Farmacopéias de diversos paises, como
Suiga, Franga, Egito, Alemanha (Dhawan et al., 2001a). Esta espécie cresce em solos
secos e pobres nao se adaptando bem ao clima tropical brasileiro, além de seu fruto
possuir sabor amargo, fatos que podem justificar a sua pequena difusdo no Brasil
(Moraes, 1995; Pereira et al., 2004).

A espécie de maracuja oficializada pelas trés primeiras edi¢des da Farmacopéia
Brasileira é Passiflora alata Curtis (Da-Silva, 1926; Farmacopéia, 1959; Farmacopéia,
1977) indicando as folhas como parte utilizada. Os extratos desta espécie estdo
incluidos em diversas preparagdes farmacéuticas registradas, apesar dos poucos
estudos quimicos e farmacolégicos existentes. O desenvolvimento de metodologias
para o controle de qualidade das drogas e das preparagdes farmacéuticas existentes se
faz necessario, tanto para a espécie oficial nas Farmacopéias Brasileiras, como para as

outras espécies nativas do Brasil.



Consideragfes Botéanicas

Género Passiflora

A familia Passifloraceae compreende cerca de dezoito géneros e seiscentas e
trinta espécies, sendo os géneros com o0 maior numero de espécies o Passiflora (400
espécies) e Adenia (100 espécies). As do género Passiflora estdo distribuidas
principalmente em regides tropicais e sub-tropical mas se desenvolvem melhor no
clima temperado das Américas e Africa (Cronquist, 1981; Judd et al., 1999). S&o
plantas escandentes, herbaceas ou lenhosas e possuem gavinhas, as quais sdo ramos
modificados, podendo ainda ser detectada a presenga de nectarios extraflorais
(Barroso, 1978)

Das quatrocentas espécies conhecidas de Passiflora, trinta sdo descritas por
terem frutos comestiveis. Somente poucas espécies alcangcaram desenvolvimento
comercial (Pereira e Vilegas, 2000).

O nome Passiflora é atribuido ao significado mistico das caracteristicas fisicas
de suas flores, nas quais os escritores do século XVI interpretaram suas diferentes
partes como representando os simbolos da Paixdo de Cristo. O nome Passiflora
provém do latim passio, o equivalente a paixao e flos oris o equivalente a flor. Por essa
razao, esses vegetais sdo conhecidos na Europa e América do Norte como flor-da-
paixao (Alonso, 1998; Barroso, 1978; Freitas, 1985).

Dentre as varias plantas com atividade farmacolégica conhecida, destacam-se
algumas espécies do género Passiflora, conhecido popularmente no Brasil como

maracuja (no Brasil termo originado do tupi guarani muruku’ia, que significa comida feita



em cuia, numa alusdo aos frutos édulos do vegetal) (Moraes, 1995), cujas partes
aéreas sao empregadas medicinalmente por suas propriedades sedativas,
antiespasmaodica e ansiolitica (Zuanazzi e Montanha, 2003). Desde 1867, é parte da

medicina classica como sedativo em caso de insonia e irritabilidade (Freitas, 1985).

Consideragbes quimicas

Os estudos referentes a composig¢ao quimica de diversas espécies de Passiflora
evidenciam principalmente os alcaldides e flavondides. Entretanto, outras substancias
como glicosideos cianogénicos (Seigler et al., 1982), maltol (Aoyagi et al., 1974),
aminoacidos (Gavasheli et al., 1974), antocianidinas (Kidoy et al., 1997) e glicosideos
fendlicos (Chassagne et al., 1997) também sao frequentemente citadas na literatura. A
literatura atual revela um grande numero de estudos quimicos para a Passiflora
incarnata e Passiflora edulis, mas para as outras espécies os estudos sao poucos no
que diz respeito aos aspectos quimicos (Dhawan et al., 2004). Juntamente com as duas
espécies citadas, em torno de apenas quarenta outras espécies foram fitoquimicamente
investigadas desde os anos 60 (Abourashed et al., 2002). Saponinas s&o uma classe
de substancias quimicas também citadas, apesar de poucos os artigos ao seu respeito

para o género Passiflora.

Glicosideos cianogénicos
Folhas, raizes, caule e arilo de sementes imaturas sao as partes das plantas com

maior quantidade de substancias cianogénicas (Seigler, 1975; Seigler et al., 1982).



A distribuicdo dos glicosideos cianogénicos no género Passiflora apresenta
variagdes distintas para cada nivel de subgénero (Jaroszewski et al., 2002).

A maioria dos glicosideos cianogénicos relatados na literatura sdo da espécie P.
edulis. Em P. incarnata foi encontrado o glicosideo cianogénico ginocardina (1). Esse
nao é um glicosideo cianogénico tipico do género, visto que outras espécies que foram

estudadas nao possuiam tal substancia (Spencer e Seigler, 1984).

Ho/ﬁ/o
HO
OH
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1

Alguns frutos imaturos de espécies de Passiflora (ex. P. adenopoda) podem ser
toxicos e até fatais quando ingeridos (Seigler et al., 1982).

Agliconas cianogénicas ja foram relatadas na literatura, cuja concentragcéo € bem
maior nos frutos imaturos que, por isso sao téxicas. O uso de cha das folhas deve ser
controlado devido aos riscos de intoxicagdo cianidrica consequente ao uso de doses
altas (Souza, 1991). Prunasina (2) foi relatado pela primeira vez em 1983 em folhas e

frutos de P. edulis Sims. e P. edulis Sims f. flavicarpa Degener (Spencer e Seigler,
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Em 1996 menores quantidades de prunasina foram encontradas em P. edulis
Sims. Isso pode ser devido as diferengas de maturagdo do fruto e sua origem. Nas
cascas sao encontradas as maiores concentragdes de glicosideos cianogénicos, sendo
80% dessas substancias a prunasina (2) (Chassagne et al., 1996). Foram também
encontrados o0s (glicosideos passicoriacina (3), passicapsina (4), passibiflorina,
epipassicoriacina, epitetrafilina B (Dhawan et al., 2004), amigdalina (5), sambunigrina,
ramnopiranosil pB-D-glucopiranosideo de mandelonitrila (Chassagne et al., 1996). O
glicosideo cianogénico B-rutinosideo de a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopiranosideo de

mandelonitrila foi isolado de frutos de P. edulis (Chassagne e Crouzet, 1998).

HO HO OH
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Os (glicosideos cianogénicos geralmente tém a propriedade de proteger as
plantas de herbivoros e fitopatégenos (Francisco e Pinotti, 2000). A substancia 4-
hidroxi-2-ciclopentenona (6) isolada de folhas de Passiflora tetraedra foi responsavel
pela atividade antibacteriana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas

(Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa) (Perry et al., 1991).
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Analisando dezenove espécies de Passiflora foi possivel identificar para as
espécies P. apetala, P. cuneata, P. indecora, P. murucuja e P. perfoliata o glicosideo
passibiflorina contendo o residuo 6-deoxi-3-D-glucopiranosil (Jaroszewski et al., 2002).
Esses mesmos autores isolaram o glicosideo passiguatemalina da espécie P.
guatemalensis.

Tetrafilina A e B, deidaclina e volkenina foram isolados de sementes de P. foetida
coletadas no oeste do Pacifico, nas llhas Galapagos. Quando coletadas no “Reunion
Island” foram identificados os glicosideos tetrafilina B, sulfato de tetrafilina B e volkenina
juntamente com um glicosideo derivado da valina chamado linamarina (Andersen et al.,

1998). Em 1982, uma mistura epimérica de sulfatos de tetrafilina B e epitetrafilina B foi

isolada de Passiflora caerulea e P. alato-caerulea (Seigler et al., 1982).

Alcaloides

Os alcaldides sao um grupo de substancias quimicas presente em plantas
medicinais com grande importancia no desenvolvimento de novas drogas. Isso se deve
provavelmente a variedade de estruturas quimicas possiveis, que podem ser o0s
responsaveis pelas respostas farmacologicas dos alcaldides presentes nas plantas

(Elizabetsky e Costa-Campos, 2006).
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Os alcaldides ja encontrados no género Passiflora sdo do tipo inddlicos simples,
derivados do sistema B-carbolina. Conhecidos como B-carbolinas ou alcaldides [3-
carbolinicos, o mecanismo de reagao sugerido para a sua formagao se da por meio da
condensagao de Pictet-Spengler (Esquema 1) entre a triptamina e um aldeido. A
triptamina reage com um aldeido, formando a base de Schiff, que por sua vez, por meio
da reacdo do tipo Mannich, o carbono a age como um nucledfilo para formar o
alcaldide. A aromaticidade ¢é restaurada por tautomerismo. Posteriormente, por
oxidacdo forma-se a substancia com esqueleto B-carbolina, conforme o esquema a

seguir (Cordell, 1981).

H
(o CH
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Esquema 1: Formacéo dos alcaldides B-carbolinicos a partir da condensagao de Pictet-
Spengler

Os alcaldides do tipo harmana (alcaldides inddlicos) tem sido alvo de interesse
desde o inicio do século devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas. Os
alcaloides harmana (7), harmina (8), harmalina (9), harmalol (10) e harmol (11) foram

detectados em P. incarnata primeiramente na década de 60 (Lutomski, 1959).
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Posteriormente (década 70), utilizando um método mais seletivo, detectou-se somente
harmana (7) e os outros alcaldides ndo foram encontrados. A concentragdo encontrada
foi tdo baixa, que nao se pode afirmar que os alcaldides sao os principios ativos
responsaveis pelas atividades farmacoldgicas do maracuja (Lohdefin e Kating, 1974,

Poethke et al., 1970).
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Speroni e Minghetti (1988) realizaram determinagdo do teor de harmana por
HPLC em um extrato fluido de P. incarnata e observaram que a sua quantidade nao
excedia 0,01 uyg/ml no extrato. Considerando que a concentracdo de extrato que
apresentava atividade farmacologica era de 160 g/kg, a quantidade de harmana
presente na dose correspondia a negligenciavel quantia de 40 ng/kg. Na dose de 4
mg/kg de harmana, os ratos ndo apresentavam atividade sedativa, concluindo-se que o

alcaléide harmana nao pode ser o responsavel pela atividade farmacoldgica.
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Em 1995, um estudo realizado com amostras comerciais de Passiflora incarnata,
sendo duas das amostras com coleta de trinta anos atras, nao apresentou nenhum dos
alcaldides citados anteriormente, com excecdo de uma amostra que detectou um teor
de harmana de aproximadamente 0,1 ppm. Imaginou-se que o conteudo de alcalbides
possa ter mudado devido ao modo de cultivo da planta, mas, como as amostras de
trinta anos atras foram também negativas, esta hipotese pode ser desconsiderada. Os
autores sugerem que a analise de alcaléides na rotina de controle de qualidade de

Passiflora incarnata ndo se faz necessaria (Rehwald et al., 1995).

Flavondides

Os flavondides estdo amplamente distribuidos no Reino Vegetal. Estao
presentes em abundancia em Angiospermas, apresentando nesse grupo, enorme
diversidade estrutural (Zuanazzi e Montanha, 2003).

Os flavonodides sdo capazes de modular a atividade de enzimas e afetar o
comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo que muitas substancias podem
possuir efeitos anti-hepatotoxico, antialérgico, antiinflamatério, antiosteoporético a até
antitumoral (Carlo et al., 1999).

Os flavondides sao biosintetizados por vias combinadas do acido chiquimico e
policetideos. O acido cinamico (derivado fenil propandide), sintetizado pela via do acido
chiquimico, atua como o iniciador na sintese da porcao policetidica, no qual sao
incorporados trés residuos de acetato. A partir dai segue-se o fechamento do anel.
Ocorrem entao hidroxilagbes e reducdes subseqientes que formardo as diferentes

classes de flavonodides existentes nas plantas (Carlo et al., 1999).
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Devido as diversas atividades farmacolégicas que os flavonodides apresentam,
sua identificacdo e quantificacdo tém sido estudadas extensivamente (Pietta et al.,
1989).

Segundo Harborne (1988) citado por Pereira e Vilegas (2000), aproximadamente
cinquenta flavondides C-glicosideos foram encontrados nas folhas de espécies da
familia Passifloraceae.

Os principais flavondéides descritos para o género Passiflora sdo os C-glicosideos
derivados da apigenina (12) e luteolina (13), sendo orientina (14), isoorientina (15)
derivados da luteolina e vitexina (16), isovitexina (17), shaftosideo (18) e swertisina (19)
derivados da apigenina (Geiger e Markham, 1986) os mais frequentemente
encontrados. Nesses flavondides os agucares estao ligados ao nucleo aromatico por
uma ligagao carbono-carbono, resistente a hidrdlise acida (Zuanazzi e Montanha,

2003).
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Os estudos a respeito da composicao flavonoidica de Passiflora foram realizados
em sua maioria para a espécie P. incarnata. Orientina, isoorientina, shaftosideo,
isoshaftosideo, isovitexina-2”-O-glucopiranosideo, isoorientina-2"-O-glucopiranosideo,
isovitexina, vitexina, swertisina, isoscoporamina-2"-O-glicosideo, vicenina-2, lucenina-2,
apigenina-6-glucosil-8-B-D-ribofuranosideo ja foram detectados em espécies de
Passiflora (Abourashed et al., 2002; Geiger e Markham, 1986; Li et al., 1991; Marchart
et al., 2003; Quercia et al., 1978; Raffaelli et al., 1997; Rahman et al., 1997; Rehwald et
al., 1994).

As substancias isovitexina, 2’-xilosilvitexina, luteolina-7-O-glicosideo foram
isoladas de P. pittieri, e uma mistura de vicenina-2, shaftosideo e isoshaftosideo foi
identificada. Da espécie P. ambigua apenas o flavondide sapogerina foi obtido

(Ulubelen et al., 1982).
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A espécie P. alata teve o flavondide 2’-xilosilvitexina isolado em grande
quantidade de extrato das suas folhas, mas, apenas pequenas quantidades de vitexina,
isovitexina e orientina foram isolados. Isoorientina também ja foi identificado na espécie
(Freitas, 1985; Ulubelen et al., 1982).

Passiflora edulis foi descrita como sendo rica em glicosideos que incluem
luteolina-6-C-chinovosideo e luteolina-6-C-fucosideo (Mareck et al., 1991). Vitexina,
isovitexina e orientina foram detectados por CCD (Freitas, 1985) e HPLC (Moraes,
1995).

O O-glicosideo rutina (20) foi detectado pela técnica de HPLC (comparagao de
tempo de retencdo, enriquecimento do extrato com padrbes e comparacdo dos
espectros de UV com o dos padrdes) nas espécies P. edulis e P. alata (Moraes, 1995).

Hiperosideo ja foi detectado em P. incarnata (Pietta et al., 1986; Pietta et al., 1989).

20

Os flavonodides constituem atualmente os melhores marcadores de controle de
qualidade de medicamentos fitoterapicos, pois através deles é possivel identificar
muitas espécies de Passiflora (Bokstaller e Schmidt, 1997; Li et al., 1991; Quercia et al.,
1978), sendo que o desenvolvimento de novos métodos analiticos para analise dos
flavondides se faz necessario (Muller et al., 2005).

Os dados encontrados na literatura sobre a quantificacdo dos flavondides séo

contraditorios, pois a fragao flavonoidica esta sujeita a variagdo no seu conteudo que



17

pode ser devido a época da colheita, ao local de cultivo ou a metodologia de analise
empregada (Li et al.,, 1991). Um trabalho realizado com P. incarnata que teve como
objetivo determinar a variacdo do conteudo de flavondides nos varios estagios de
desenvolvimento da planta, mostrou uma maior concentracdo dessas substancias nos
periodos que antecedem a floragdo até o periodo de floragdo do vegetal sendo ainda
que o maior conteudo de isovitexina foi encontrado nas folhas. O conteudo total de
flavonodides foi expresso em % de isovitexina (Menghini e Mancini, 1988).

O conteudo de flavondéide diminui rapidamente durante o periodo de estocagem,
por isso deve-se preparar os medicamentos utilizando folhas de P. incarnata logo apés
a colheita (Menghini e Mancini, 1988).

Um dos métodos de quantificacao para flavonéides freqlientemente utilizados é a
analise espectrométrica de complexos formados com adi¢cao de cloreto de aluminio
apos hidrolise e extragao com acetato de etila. Seu calculo é feito baseado na leitura de
absorvancia no ultravioleta. Os C-glicosideos resistem a hidrolise acida e
consequentemente ndo sdo determinados através do método classico da
espectrometria (Petry et al., 1998; Rehwald et al., 1994).

Estudos tém demonstrado que cromatografia liquida € um método eficiente para
analise qualitativa e quantitativa de flavondides C-glicosideos presentes em espécies
de maracuja (Petry et al., 1998).

Um método utilizando cromatografia liquida, apropriado e reprodutivel para
analise quantitativa e qualitativa de extratos fluidos de P. alata e P. incarnata e para
diferenciacao de espécies foi desenvolvido. Os extratos fluido das folhas de P. alata

apresentaram isovitexina (0,018 mg/ml) e apenas tragos de vitexina. Um extrato fluido
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comercial de P. incarnata foi analisado, apresentando 1,198% de isovitexina. Apesar da
presenca do mesmo flavondide nas duas espécies, o perfil cromatografico observado
foi diferente. Esse mesmo trabalho demonstrou que diferenca de estagdo do ano (verao
e inverno) altera a concentragéo de flavondides, sendo que no inverno a concentragao
€ menor, sem entanto alterar o seu perfil cromatografico (Muller et al., 2005).

HPTLC também tem sido empregado na quantificacdo de flavondides em folhas
de espécies de Passiflora. Uma metodologia HPTLC padronizada possibilitou a
quantificacdo das dez substancias majoritarias do extrato metandlico de P. coerulea
(Pastene et al., 1997).

As C-glicosilflavonas dos diversos géneros de Passiflora geralmente ocorrem
como isdmeros (Pereira e Vilegas, 2000), e ja existem maneiras de diferencia-los. Uma
delas é utilizar técnicas HPLC-CID/MS para produzir pseudos espectros MS/MS que
fornecem dados de fragmentagao incluindo medidas exatas de massa para diferenciar
0s pares vitexinal/isovitexina e orientina/isoorientina de extratos de Passiflora (Pereira et

al., 2005).

Saponinas
Atualmente, as saponinas também estdo sendo estudadas. Segundo Reginatto
et al. (2001), isso se deve ao fato de que muitas das atividades terapéuticas, ou até
substancias alérgicas presentes nos extratos de Passiflora sdo ainda desconhecidas.
Saponinas ja foram relatadas em P. quadrangularis (Orsini et al., 1987; Orsini et
al., 1986) da qual foi isolada pela primeira vez a saponina quadrandulosideo (21), em P.

edulis (Bombardelli et al., 1975; Yoshikawa et al., 2000a; Yoshikawa et al., 2000b) e em



19

P. alata (Reginatto et al., 2001) podendo ser este grupo de substancias quimicas
altamente polares a grande aposta em relagdo aos responsaveis pelo potencial
farmacolégico sedativo e ansiolitico do género. Passiflorina (22) foi encontrado em P.
edulis em 1975 (Bombardelli et al., 1975).

Cinco glicosideos foram isolados de folhas de Passiflora alata (3-O-B-D-
glicopiranosil-estigmasterol, acido 3-O-B-D-glicopiranosil-oleandlico, acido 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1—3)-B-D-glicopiranosil-oleandlico, acido 3- O-B-D-glicopiranosil-(1—2)-
B-D-glicopiranosil-oleandlico e 9,19-ciclolanost-24-Z-en-3(3,21,26-tri-hidroxi-3,26-di-O-
gentiobiose (quadrangulosideo) (Reginatto et al., 2001).

Reginatto em 2004 desenvolveu uma metodologia por HPLC com detecgdo em
UV com o objetivo de quantificar quadrangulosideo (21), a saponina em maior
quantidade em folhas de Passiflora alata. A quantidade de quadrangulosideo presente
no extrato aquoso de folhas de P. alata foi estimada em 22% p/p correspondendo a

0,8% (p/p) em relacéo as folhas secas (Reginatto et al., 2004).

HOH,C-
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Consideracgfes farmacolégicas

A atividade sedativa pode ser definida pela reducdo da atividade locomotora e
diminuicao do nivel de vigilancia, util para aliviar estados de excitagdo excessiva. O
efeito hipnotico, diferente da sedacdo, € capaz de induzir e manter o sono de uma
pessoa por certo periodo de tempo (Guimardes, 1999). E dificil estabelecer distincdo
entre os estados patolégico e normal de uma ansiedade; todavia, a despeito desta
imprecisdo, os agentes ansioliticos estdo entre as substancias prescritas com maior
frequéncia e utilizadas por mais de 10% da populagcdo na maioria dos paises
desenvolvidos (Rang et al., 2001).

As classes mais comuns de agentes ansioliticos sdo os agonistas dos receptores
5-HT que foram recentemente introduzidos, mostrando atividade ansiolitica com pouca
sedacéo, barbituricos que atualmente sdo obsoletos como agentes ansiolitico/sedativo,
antagonistas dos receptores (B-adrenérgicos utilizados freqientemente para reduzir os
sintomas fisicos de ansiedade (tremor, palpitacdo) e benzodiazepinicos (23) que é a
classe mais importante para esta finalidade terapéutica (Rang et al.,, 2001). O
benzodiazepinico diazepam é o derivado 7-cloro-1-metil, e o flunitrazepam é o derivado
2’-flior-1-metil-7-nitro.
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Os efeitos indesejaveis destes medicamentos variam desde efeitos téxicos,
resultantes de superdosagem aguda, efeitos colaterais do uso terapéutico normal
(sonoléncia, confusdo, amnésia, comprometimento da coordenacgédo) tolerancia e
dependéncia (Carlini, 2003; Rang et al., 2001). Isso significa que o uso destes
medicamentos deve ser realizado com cautela (Shinomiya et al., 2005).

Por outro lado, existem diversas drogas vegetais que sao utilizadas pela
medicina tradicional e popular como ansioliticas e sedativas como Melissa officinalis L.,
Lamiaceae; Tilia europaea L., Tiliaceae; Hypericum perforatum L., Clusiaceae;
Matricaria recutita L., Asteraceae; e Passiflora sp. (Coleta et al.,, 2001; Loggia et al.,
1981; Shinomiya et al., 2005).

Apesar do seu uso popular e da presenca de diversos constituintes quimicos no
género Passiflora, apenas poucos artigos considerando investigagdes farmacologicas
estdo disponiveis. Destes, a maioria dos estudos farmacoldgicos tem sido realizado no
intuito de verificar os efeitos depressivos no sistema nervoso central (SNC) (Dhawan et
al., 2004).

Alguns aspectos bioquimicos também tém sido avaliados por pesquisadores em
modelos animais. Estudos com ratos em relagédo ao ganho de peso e aos parametros
bioquimicos (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triacilglicerideos,
glutationaperoxidade, atividade da superdxido desmutase, proteinas totais, ganho de
peso e glucose) apos administragao de 1000 mg/kg do cha das folhas (3x por semana-
15 dias) foram realizados. O unico parametro que apresentou alteracao significativa foi
HDL-colesterol, sem modificar a concentragdo de colesterol total, sugerindo ser o

extrato de P. alata cardioprotetor e antiaterogénico (Doyama et al., 2005).
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Varios tipos de testes podem ser utilizados para medir a atividade ansiolitica em
modelos animais. Um rato em ambiente nao familiar normalmente responde ao
permanecer imével, porém alerta (“supressdo comportamental”) por algum tempo, o que
pode representar uma ansiedade produzida pelo ambiente estranho. Este estado de
imobilidade é reduzido se forem administrados farmacos ansioliticos (Rang et al., 2001)

O modelo experimental Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um modelo utilizado
em estudos recentes para deteccido de efeitos ansioliticos em varias espécies de
Passiflora em roedores. Neste teste, dois bracos da cruz sao fechados, enquanto os
outros dois sao abertos. Em estado normal, os ratos passam a maior parte do seu
tempo nos bragos fechados e evitam os bragcos abertos (com medo de cairem). A
administracado de agentes ansioliticos aumenta o tempo em que os animais ficam nos
bracos abertos e também aumenta a mobilidade dos ratos, a julgar pela frequéncia que
atravessam o cruzamento (Handley e Mithani, 1984; Rang et al., 2001). Outro teste
utilizado é o do Campo Aberto (CA). Durante o periodo do teste sdo observados os
seguintes aspectos: frequéncia de locomog¢ao ou numero de cruzamentos (numero de
quadrantes percorridos) e o numero de levantamentos ou rearings (levantamento do
animal sobre as patas traseiras) (Royce, 1977).

Os derivados das pironas maltol (24) e etil maltol (25) isolados da Passiflora

incarnata, causaram efeitos depressores em estudo com camundongos.
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Maltol causou potencializagdo do sono induzido por hexobarbital, agao
anticonvulsivante em altas doses e diminuicdo da atividade locomotora em doses
baixas. Etil maltol apresentou as mesmas acdes, com maior poder anticonvulsivante e
menor poder inibidor dos efeitos na atividade locomotora (Aoyagi et al., 1974). Analogos
estruturais do maltol foram avaliados farmacologicamente, e verificou-se que dois deles,
acidos 2-butil (26) e 2-isobutilpiromecdnico (27) apresentaram efeito anticonvulsivante

superior que ao maltol (Kimura et al., 1980).
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O flavondide vitexina foi investigado farmacologicamente em relacédo ao seu
poder hipotensivo, antiinflamatdria e antiespasmaodico (propriedades nao especificas).
Os efeitos da atividade hipotensiva da vitexina foram atribuidos as propriedades
bloqueadoras dos ganglios e, as atividades antiinflamatérias, as propriedades anti-
histaminicas, antibradicinina e anti-serotonina (Prabhakar et al., 1981). Os flavonoides
vitexina e isovitexina foram utilizados em testes neurofarmacolégicos sendo que
nenhum apresentou efeito nas doses de 5,0 e 10,0 mg/kg (Speroni e Minghetti, 1988).

Em relagcdo a Passiflora alata, droga oficial na Farmacopéia Brasileira, os
estudos farmacolégicos iniciaram-se apenas em 1984. O efeito do extrato bruto (extrato
fluido preparado segundo Farmacopéia Francesa VIIl) de P. alata foi avaliado sobre o

SNC de ratos. Depois de evaporado e contendo principios flavonoidicos e alcaloidicos,
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a administracdo i. p. do extrato fluido (75 e 150 mg/kg) reduziu a atividade motora
espontanea, prolongou o tempo de sono induzido por pentobarbital e aumentou o
tempo de laténcia das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (Oga et al., 1984). Em
suas conclusdes o0s pesquisadores sustentaram a idéia de que os alcaldides e
flavondides podem ser os responsaveis pelos efeitos depressores desse maracuja.

Estudo comparativo da atividade ansiolitica de extratos hidroetandlicos das
folhas de P. alata e P. edulis mostrou ser P. edulis mais ativa farmacologicamente que
P. alata utilizando administragdo i. p. € 0 modelo de ansiedade LCE. Com metade da
dose (50 mg/kg) P. edulis apresentou efeitos ansioliticos que s6 existiram para P. alata
na dose de 100 mg/kg. Nos resultados fitoquimicos P. edulis apresentou em torno de
duas vezes mais flavondides que P. alata (Petry et al., 2001). Utilizando extratos
aquosos (1:10) de P. edulis (50, 100 e 150 mg/kg) e P. alata (100 e 150 mg/kg), esse
mesmo grupo de pesquisadores encontraram a mesma proporgao de flavondides (1:2)
entre as duas espécies, sugerindo que o solvente utilizado (sol. EtOH 40% ou H20) nao
altera qualitativamente a composicdo quimica dos extratos e nem a atividade
farmacoldgica (Paris et al., 2002). Utilizando o mesmo modelo de ansiedade v. 0., com
extratos aquosos secos em "spray-dried", Reginatto et al. (2006) confirmaram os
resultados ja observados no estudo anterior, além de estar de acordo com o uso
etnofarmacoldgico de Passiflora (extrato aquoso).

O extrato aquoso (20 e 40 mg/kg i. p.) de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener,
promoveu depressao no SNC em camundongos (Vale e Leite, 1983). Os autores do

estudo apresentam indicios sugerindo que o principio ativo seja de natureza protéica ou
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alguma molécula associada a proteinas, mas, deixando indefinida a classificacao
farmacoldgica do(s) principio(s) determinante(s) de sua agao psicofarmacoldgica.

Foram estudadas as propriedades neurofarmacolégicos do extrato fluido de P.
incarnata. Na dose de 160 mg/kg estas propriedades foram evidentes, mas nédo pode
estar relacionado com a presencga dos alcaldides harmana, pois este esta presente no
extrato em quantidades minimas (Speroni e Minghetti, 1988).

Em um estudo de caso, foram identificadas reag¢des alérgicas em paciente que
manipulava P. alata, apesar de nao se conhecerem o0s agentes causadores das
reacgdes (Giavina-Bianchi et al., 1997).

O flavondide crisina (28) foi identificado em Passiflora coerulea em 1990 (Medina

et al., 1990).

Os seus efeitos farmacoldgicos foram avaliados juntamente com o diazepan,
droga reconhecidamente ansiolitica. Ambas as drogas (crisina 1 mg/kg e diazepan 0,3-
0,6 mg/kg), no teste de LCE, apresentaram resultados consistentes com acgdes
ansioliticas. Em comparagcao ao diazepan, crisina possui acdes ansioliticas sem
indugdo da sedacido ou relaxamento muscular, onde postularam ser a crisina um
monoflavondide agonista parcial dos receptores benzodiazepinicos (Wolfman et al.,
1994). Contradizendo essa teoria, Speroni et al (1996), n&o identificou crisina em P.

coerulea e P. incarnata (limite de detec¢ao 1 ppm) utilizando sistema de CLAE. Crisina
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apresenta efeitos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), mas as doses necessarias
para se obter esses efeitos sdo muito maiores do que as detectadas nas duas espécies
de maracuija.

Os efeitos na mudanca do comportamento em ratos foram avaliados quando
administrados intraperitonialmente os flavondides crisina e apigenina (12), da P.
incarnata e Matricaria recutita respectivamente. Ambos flavonoides foram capazes de
reduzir a atividade locomotora em ratos (dose minima de 25 mg/kg), enquanto que em
baixas doses (1 mg/ml) somente crisina demonstrou ser ativo como ansiolitico no
modelo de ansiedade claro-escuro. O efeito sedativo desses flavondides nao pode ser
atribuido a uma interacdo com os receptores GABA-benzodiazepinicos, visto que estes
estavam bloqueados por injegdo prévia do antagonista benzodiazepinico flumazenil
(Zanoli et al., 2000).

Derivados semi-sintéticos das flavonas obtidos por introdugcdo de halogénios,
grupos nitro, ou ambos, tiveram um aumento na afinidade pelos receptores
benzodiazepinicos e no seu potencial ansiolitico. O 6,3 -dinitroflavona (29) foi a
molécula modificada derivada da flavona mais ativa. Quando administrada em ratos,
teve um potente efeito no teste de LCE, mas nao exibiu efeito anticonvulsivante ou
miorelaxante (Wolfman et al., 1996). Este estudo deixou claro que muitos flavonoides
sao moléculas ativadoras do SNC e modificacbes quimicas no nucleo das flavonas

aumentam consideravelmente o potencial ansiolitico (Paladini et al., 1999).
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O extrato fluido de Passiflora incarnata foi utilizado para avaliagdo das
propriedades neurofarmacolégicas em ratos. Quando utilizado intraperitonialmente, o
extrato prolongou o tempo de sono, protegeu os animais dos efeitos convulsivantes do
pentilenotetrazol e afetou a atividade locomotora. O extrato fluido foi particionado com
éter de petréleo (fracao |) e n-butanol (fragao Il). O extrato aquoso restante foi liofilizado
(fracao lll). Duas substancias isoladas da fragao Il apresentaram atividade, uma mais
hidrofilica e outra mais lipofilica, sugerindo-se terem a mesma estrutura ativa, sendo a
substancia mais lipofilica a aglicona e a mais hidrofilica seu derivado hidroxilado ou
glicosilado (Speroni e Minghetti, 1988).

A atividade antiinflamatéria dos extratos etandlicos de P. incarnata foi
investigada. Os resultados sugerem que nas doses de 125-500 mg/kg os extratos
exibem atividade antiinflamatéria. O estudo concluiu que P. incarnata é capaz de inibir
formagao de granuloma em ratos, apesar de sua atividade ser menor que para a droga
de referéncia (acido acetilsalisilico) (Borreli et al., 1996).

Os efeitos antiinflamatérios de extratos aquosos das folhas de P. edulis f.
flavicarpa foram investigados segundo o modelo animal de pleurisia induzida por

carragenina sendo que migracdo de leucdécitos, mieloperoxidade, concentracdo de
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oxido nitrico, niveis de fator de necrose tumoral a (FNTa) e interleucina-1-p (IL-1-B)
foram os parametros avaliados. A migracado de leucécitos foi utilizada para verificar a
atividade antiinflamatéria dos extratos quando os animais foram induzidos a pleurisia
por bradicinina, histamina ou substancia P. Na dose de 250 mg/kg (i. p. 30 min antes da
indugdo do pleurisia), o extrato de P. edulis diminuiu a migracdo de leucécitos,
neutrofilos, niveis de mieloperoxidade, 6xido nitrico, FNTa e IL-1-B na pleurisia induzido
por carragenina. Também inibiu os leucdcitos totais e diferenciais na pleurisia induzida
por bradicinina, histamina e substancia P. Dexametasona foi utilizada como controle
positivo (0,5 mg/kg) (Montanher et al., 2006).

A partir de 2001, Dhawan et al. comecaram a publicar uma série de
experimentos relacionados ao género Passiflora. Durante um estudo comparativo de
espécies, somente o extrato metandlico de P. incarnata exibiu significativa atividade
ansiolitica em ratos (dose oral de 125 mg/kg), enquanto P. edulis ndo apresentou
qualquer atividade ansiolitica em qualquer extrato/dose testada (éter de petrdleo,
cloroférmio e agua) usando o modelo de LCE e diazepam como droga de referéncia (2
mg/kg) (Dhawan et al., 2001c).

O extrato metandlico das folhas de P. incarnata apresenta atividade de
supressdo de tosse induzida por dioxido de enxofre (SO;) em ratos, sendo essa
atividade comparada a codeina, reconhecido antitussigeno opidide (Dhawan e Sharma,
2002) e atividade afrodisiaca nas doses de 100 mg/kg (ratos machos via oral) (Dhawan
et al., 2003b).

Foi avaliado o efeito ansiolitico de extratos de varios 6rgaos vegetais de P.

incarnata usando o teste LCE. O extrato metandlico das raizes dessa planta é
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praticamente destituido de efeitos ansioliticos. Isso indica que inflorescéncias e raizes
presentes como adulterantes devem ser separadas das partes aéreas antes de
qualquer estudo farmacolégico e/ou fitoquimico para se obter os melhores resultados
(Dhawan et al., 2001b).

Uma das fracbes derivadas do extrato metandlico de P. incarnata exibiu
significante atividade ansiolitica em ratos na dose de 10 mg/kg utilizando o modelo
LCE, sendo a substancia presente na fragcao um derivado benzoflavénico trisubstituido
(Dhawan et al., 2001a), chamado de BZF o qual ndo foi apresentado por motivos de
patente.

Essa mesma substancia amenizou os efeitos da abstinéncia de etanol em ratos.
Todos os grupos tiveram administragdo de alcool na dose de 2 g/kg durante 6 dias. A
substancia BZF foi administrada juntamente com o alcool (10, 20 e 50 mg/kg de BZF)
(grupo 1, 2 e 3) ou agudamente (10, 20 e 50 mg/kg) (grupos 4, 5 e 6), apds os seis dias.
Foram avaliados no LCE, e todos os grupos foram efetivos em diminuir os efeitos da
abstinéncia nos animais que pode ser medido pela diminuicdo da ansiedade (Dhawan
et al., 2002b). A mesma substancia se mostrou util em evitar o desenvolvimento de
tolerancia em ratos em administracdo crénica de canabindides (A°~THC) quando
administrados juntos (Dhawan et al., 2002a). A prépria substancia BZF foi avaliada em
relagdo a chance de causar sintomas apds abstinéncia e concluiu-se ser a substancia
BZF livre de qualquer risco de tolerancia ou dependéncia (Dhawan et al., 2003a).

Turnera aphrodisiaca Ward, Turneraceae, a qual € usada popularmente como
ansiolitica e afrodisiaca, seguiu um fracionamento biomonitorado com o objetivo de

encontrar o constituinte quimico responsavel por essa atividade. Do seu extrato
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metandlico isolou-se a 5,7,4'-tri-hidroxiflavona (apigenina), também presente em
espécies de Passiflora, que exibiu atividade significante em ratos (2 mg/kg v.0.) no
modelo de ansiedade LCE, o qual os pesquisadores atribuiram ser a substancia
responsavel pelos seus efeitos ansioliticos (Kumar e Sharma, 2006).

Shinomiya et al. (2005), avaliou a atividade hipnédtica de extratos aquosos de
camomila (Matricaria chamomilla) e maracuja (P. incarnata) utilizando modelo animal de
disturbio do sono. O extrato de maracuja ndao mostrou efeitos de laténcia para o sono
até mesmo na dose de 3000 mg/kg, enquanto a camomila apresentou atividade na
dose de 300 mg/kg.

As pessoas utilizam os frutos de P. edulis para fazer suco, mas a casca €&
descartada. Utilizando extrato metandlico das cascas de P. edulis foi avaliada a
diminuicdo da pressao arterial (sistdlica) em ratos. Os extratos (10 e 50 mg/kg) e
luteolina (50 mg/kg) foram administrados oralmente e foram capazes de atuar como
antihipertensivos. O extrato foi avaliado quanto a presenca e quantidade de polifendis e
GABA, sendo o efeito antihipertensivo do extrato de P. edulis atribuido ao efeito de
GABA e parcialmente ao efeito dos polifendis que possuem reconhecida atividade
vasodilatadora (Ichimura et al., 2006).

Apesar de todos esses estudos apresentados, a(s) substancia(s) ativa(s)
responsavel (is) pela atividade sedativa e ansiolitica de Passiflora spp. ndo foram

identificadas até o momento (Reginatto et al., 2006).
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A espécie Passiflora actinia

A espécie a ser estudada neste trabalho é Passiflora actinia Hook., uma das
diversas espécies nativas da flora brasileira. A espécie € conhecida popularmente como
maracuja-do-mato (Santos et al., 2005). Na medicina popular as folhas sdo usadas
como ansiolitica e sedativa, e os frutos, como suco, apesar de serem poucos 0s
estudos quimicos e farmacoldgicos a respeito da espécie até o presente momento. A

posicao sistematica da espécie encontra-se no Quadro 1.

Quadro 1: Posicao sistematica da espécie Passiflora actinia segundo Engler e Cronquist

Segundo Engler (Joly, 1998) Segundo Cronquist (1988)

Diviséo: Angiospermae (Anthophyta) | Divisao: Magnoliophyta

Classe: Dicotyledoneae Classe: Magnoliopsida
Subclasse: | Archichlamydeae Subclasse: | Dilleniidae

Ordem: Violales Ordem: Violales

Familia: Passifloraceae Familia: Passifloraceae

Género: Passiflora Género: Passiflora

Espécie: Passiflora actinia Hooker Espécie: Passiflora actinia Hooker

Esta € uma espécie tipica de Floresta Ombréfila Densa (Mata Atlantica) e Mista
(Mata com Araucaria). Cresce no interior ou borda de florestas até seus ramos
atingirem a parte mais alta e exposta a luz. Tem sua ocorréncia no Brasil observada nos
estados do Espirito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP), Parana (PR),

Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS) (Figura 1) (Lorenz, 2002).
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Figura 1: Distribuicao geografica da espécie Passiflora actinia no Brasil, destacados em
vermelho.

Estudos prévios de Passiflora actinia

Kurtz, em 2001, iniciou os trabalhos com P. actinia (Figura 2) no Grupo de
Pesquisa em Farmacognosia da UFPR. Realizou estudo morfo-anatémico e
investigacédo dos constituintes alcaloidicos das suas folhas. A analise morfo-anatémica
das folhas revelou um contorno oval, margem lisa, apice obtuso, base arredondada e
limbo inteiro. Observou-se que a face abaxial da epiderme € papilosa, o mesofilo é
dorsiventral, os feixes vasculares sdo colaterais e idioblastos contendo drusas estédo
distribuidos no parénquima foliar. Analise por CLAE demonstrou a presenca de tragos

do alcaléide harmana (7) na fragcdo alcaloidica, dentre os cinco principais padroes
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analisados: harmana (7), harmina (8), harmalina (9), harmalol (10) e harmol (11)
encontrados em Passiflora (Kurtz, 2001; Kurtz et al., 2003).

Santos, em analise comparativa em CLAE das espécies P. incarnata, P. alata e
P. actinia, sugeriu que o perfil cromatografico de P. actinia tem maior semelhanga com
P. incarnata do que com P. alata. Com o fracionamento do extrato metanol-agua, foi
observado que a fragdo flavonoidica é constituida majoritariamente pela isovitexina
(17), enquanto que a fracdo alcaloidica, praticamente isenta de flavondides, nao
mostrou presenca dos alcaldides [(-carbolinicos classicos e pode ser constituida por
alcaldides quaternarios (Santos, 2003).

Reginatto (2000) comparando por CCD sete extratos de espécies de Passiflora,
identificou manchas com R;semelhantes aos padrbes dos flavondides isoorientina (15)
e isovitexina (17) em P. actinia. Nao foram encontradas saponinas em P. actinia por
analise em CCD nos extratos etandlicos (Reginatto et al., 2001).

Utilizando método de extragao em alta velocidade, solugao aquosa de metanol a
20% como solvente e HPLC, foram identificados e quantificados para a espécie P.
actinia os alcaléides harmol, harmana, harmalina e harmina nas quantidades de 0,04;
0,08; 0,08 e 0,16 ppm respectivamente (Abourashed et al., 2003). Os flavondides
presentes em extrato metanol:agua (4:1) de P. actinia, foram identificados e
quantificados em HPLC como sendo shaftosideo/isoshaftosideo (0,08%) e isovitexina

(0,16%) (Abourashed et al., 2002).
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Figura 2: Aspecto geral de Passiflora actinia Hooker, Passifloraceae.

Os primeiros ensaios farmacoldgicos com a espécie P. actinia foram realizados
utilizando a via intraperitonial (i. p.) como forma de administracdo dos extratos. A
administracao do extrato bruto hidroalcodlico de P. actinia em camundongos, em doses
inferiores a 1800 mg/kg, ndo resultou em toxicidade aparente. Através dos métodos
LCE e CA, foi observado um efeito sedativo com o extrato hidroalcodlico bruto (100-300
mh/kg), extrato metandlico (300-600 mg/kg) e fracdo aquosa do extrato metandlico
(100-300 mg/kg), sendo que apenas este ultimo também apresentou seletiva atividade
ansiolitica na dose de 30 mg/kg. Os efeitos sedativos puderam ser evidenciados por
uma diminuicdo no numero de entrada nos bragos abertos e fechados no teste de LCE
e uma diminuicdo na atividade motora como um todo, evidenciada pelo teste de CA
(Santos, 2003; Santos et al., 2006). Os animais tratados com os extratos e fragdes

avaliadas em relacdo a atividade ansiolitica apresentaram uma postura anormal em
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comparagao com os animais controle. Esse dado indica a ocorréncia de catalepsia em
ratos, que € usado para prever a atividade tranquilizante (Santos et al., 2005).

Os extratos hidroalcodlicos (300 e 600 mg/kg) e metandlicos (100 e 300 mg/kg)
de P. actinia resultaram em efeitos ansioliticos em tratamento agudo v. 0. Quando
administrados primeiramente com flumazenil, um antagonista dos receptores
benzodiazepinicos GABAaA, a atividade ansiolitica dos extratos metandlico e
hidroalcodlico foi diminuida, sugerindo que os efeitos de atividade ansiolitica desses
extratos possa se dar por ligagcdo a esses receptores. Nas suas maiores doses, 0s
extratos foram capazes de potencializar o sono induzido por pentobarbital (Lolli et al.,
2007).

Dar continuidade aos trabalhos ja realizados buscando um melhor conhecimento
da P. actinia que é facilmente cultivada na regido Sul do Brasil e procurar determinar
quais sao o(s) seu(s) constituinte(s) quimico(s) com potencial atividade ansiolitica e/ou

sedativa, justificam a escolha da referida espécie.
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OBJETIVOS

e |dentificar e quantificar os constituintes quimicos da Passiflora actinia
Hooker, Passifloraceae.

e I|dentificar os extratos e fragdes farmacologicamente ativas em relagao ao
poder sedativo e ansiolitico.

e Determinar metodologia em CLAE para separagao de substancias em P.

actinia.
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MATERIAIS E METODOS

Procedimentos gerais

Para a realizagdo das analises cromatograficas em CCD analitica e preparativa
dos extratos e fracdes de P. actinia foram utilizadas placas pré-ativadas Merck com fase
estacionaria Kiesegel 60 (Fzs4). Foram utilizadas as fases méveis EtOAc:HCO,H:H,0
(6:1:1); EtOACc:HCO2H:H,0 (8:1:1); DCM:EtOH (1:1) e tolueno:EtOAc (1:1), observadas
em camara de luz de UV ondas longas (365 nm) e ondas curtas (254 nm) e solugao de
acido fosfomolibdico 10% em EtOH, reagente de anisaldeido-sulfurico e solugéo
reagente de NEU (difenilboriloxietilamina 1% em EtOH), preparados segundo Wagner e
Bladt (1996) foram usados como reveladores.

As colunas cromatograficas foram realizadas em Silica Gel 60G 70-230 mesh
(Merck), Sephadex LH-20 (Pharmacia) ou Amberlite XAD-16 (Aldrich).

As analises em CLAE foram realizadas em equipamento Varian, bomba Prostar
210 (série 02038), detector UV-VIS Prostar 320 (série 01453), modulo organizador,
valvula rheodyne, Programa Workstation Star 6.0. Foi utilizada coluna Microsorb-MV
100 C-18 de 250 mm, tamanho de particula de 5 um e didmetro interno de 4,6 mm. O
loop foi de 20 ul. Os solventes utilizados em todos os procedimentos cromatograficos
utilizando CLAE foram grau HPLC. A agua utilizada foi purificada no sistema Puritech/
Permution PT0020, filtro de 0,2 ym, apresentando também alto grau de pureza. Para as
amostras sdlidas, foram preparadas solu¢gdes de concentragdo 1 mg/ml em liquido

diluente MeOH/H,O (1:1). Para as amostras liquidas, foram preparadas solugdo na
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proporcao 1:10 (extrato:liquido diluente). Antes de serem injetadas no equipamento de
CLAE foram filtradas em membrana de celulose regenerada com poros de abertura
0,22 ym da millipore. Padrbes de vitexina (0,1 mg/ml), isovitexina (0,1 mg/ml) e
orientina (0,1 mg/ml) foram diluidos em MeOH.

Os extratos liofilizados foram realizados em equipamento Labconco freeze dryer
4,5. Os espectros de absorgao no UV foram realizados em equipamento Shimadzu UV-
1601. Espectrdbmetro Bruker 400 MHz, do Departamento de Quimica da UFPR foi
utilizado na obtengao dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN). Foram
utilizados CDCI3; (Aldrich), MeOD (Cambridge Isotope Laboratories, Ind.) e D,O
(Cambridge Isotope Laboratories, Ind.) como solventes.

Solventes e reagente foram purificados quando necessario por métodos

padronizados (Armarego e Perrin, 1996).

Reacao de acetilagao

Para realizacdo da reacdo de acetilagcdo foram utilizados anidrido acético (10
ml/g de extrato) e piridina (5 ml/g de extrato). A solugao reagente foi deixada por 12 h a
temperatura ambiente e apds este periodo o material evaporado em rotaevaporador
sob pressao reduzida, com auxilio de tolueno para obtencdo de mistura azeotrépica. O
residuo foi ressuspenso em CHCI;, lavado 2-3 vezes com solugdo de HCI 5% e 2-3
vezes com H»O. A porcédo organica foi seca em sulfato de sddio anidro, filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. O material foi entdo filtrado através de oOxido de

aluminio Merck, atividade II-lll padronizado segundo Brockmann, deativada com
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CH3CO,H (5 ml solugédo a 10% de CH3CO,H/100 g de alumina) para posterior

realizacdo de procedimentos cromatograficos.

Separagao cromatografica em Sephadex LH-20

As colunas cromatograficas que foram utilizadas para separacdo em Sephadex
LH-20 foram de trés tamanhos. A primeira de 90 cm (65 cm de altura de fase
estacionaria) e 2 cm de didmetro que foi chamada de SPmaior. A segunda de 80 cm (45
cm de altura de fase estacionaria) e 1,5 cm de didmetro e foi chamada de SPrenor. A
terceira de 40 cm de altura (20 cm de altura de fase estacionaria) e 2 cm de didametro e
foi chamada de SPy,. Todas foram empacotadas com MeOH apds o Sephadex ter sido
deixado em repouso com solvente por 3 h. O empacotamento foi realizado
cuidadosamente para evitar a formagao de bolhas de ar que interferissem com o fluxo

de fase movel na coluna. Em todas as separagdes a fase movel utilizada foi MeOH.

Separagao cromatografica em resina Amberlite XAD-16
Foi utilizada a proporgdo de 1:10 (amostra:resina), sendo o extrato/fracao
solubilizado em H,O. A eluigcdo foi feita com H,O, H,O:EtOH 5%, H,O:EtOH 10% e

H>O:EtOH 20%.

Material botanico

O material vegetal foi coletado na Fazenda Experimental do Canguiri da

Universidade Federal do Parana (UFPR) em outubro de 2005 (20 kg). As folhas frescas
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(9 kg) de Passiflora actinia Hook. foram estabilizadas por secagem em estufa a 45 °C
(30% de rendimento) e pulverizadas, obtendo-se material seco (2,7 kg). O tamanho das
particulas de po foi padronizado em tamis de abertura 250 mm/mm. A amostra coletada
esta registrada no Herbario do Departamento de Botanica da UFPR, sob N° UCPB

30.831.

Preparo dos extratos

Extrato fluido e fracbes

O extrato fluido (500 ml) foi preparado segundo metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 2.ed. utilizando como liquido extrator sol. de EtOH 45% (Newall
et al., 1996). Parte do extrato fluido (100 ml) foi guardado em geladeira, o restante foi
concentrado em rotaevaporador, ressuspenso em agua (volume final de 400 ml) e
fracionado utilizando solventes de diversas polaridades (DCM, EtOAc, n-BuOH) em funil
de separagao (3x 100 ml) (Esquema 1). Todas as fragdes foram concentradas em
rotaevaporador sob pressao reduzida a 50 °C, obtendo-se rendimento de 4,4 g para a
fracdo DCM, 1,2 g para a EtOAc, 6,4 g para n-but e 24 g para a fragdo aquosa
restante, a qual foi liofilizada. O extrato fluido (100 ml) foi utilizado para realizagdo de

ensaios farmacolégicos em modelos de ansiedade (Lolli et al., 2007).
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Planta seca e
moida (500 g)

Extrato
fluido

500 ml 100 ml
EtOH 45% Concentrado em — Ensaios
(percozllgcﬁ? apos — rotaevaporador farmacoldgicos

Ressuspenso em agua
deionizada- volume final
400 ml

!

Particéo
liquido/liquido

Fracéo Fragdo Fracdo aquosa

DCM EtOAC Liofilizada
4.4 a 129 24 q

Esquema 2: Fluxograma do preparo do extrato fluido e fracionamento do extrato de P. actinia

Extrato metandlico e fragcoes

O extrato metandlico foi obtido pela técnica de turbodlise. Em equipamento
apropriado, foi adicionado a droga vegetal (1 kg) e metanol (5x 2 |). Este material sofreu
extracdo por 30 min e a cada 48 h, filtrado em sistema de filtracdo a vacuo. O MeOH foi
evaporado em rotaevaporador sob pressdo reduzida a 50 °C, obtendo-se um
rendimento de 240 g de extrato/kg de folhas secas. O residuo foi ressuspenso em agua
(1:8) e desclorofilado por agitacdo com agua gelada por 8 h, seguido de filtragdo do

material gorduroso. O filtrado foi chamado de extrato metandlico desclorofilado. Parte
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do extrato metandlico desclorofilado (100 ml) foi guardado para realizagdo de ensaios
farmacoldgicos. O restante foi utilizado em fracionamento utilizando solventes (3x 300
ml) de diversas polaridades (n-hex, CHCI;, EtOAc e n-BuOH) em funil de separagao
(particao liquido/liquido), concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida a 50
°C obtendo-se as fragbes n-hex (8,4 g), CHCI; (4,2 g), EtOAc (3,4 g), n-BuOH (30 g). A

fracdo aquosa foi liofilizada (120 g) (Esquema 2).

Planta seca e
moida (1000 g)

MeOH Filtragdo a vacuo,

(turbdlise 30min) —) concentrado em

48 h rotaevaporador e
desclorofilado

Sobrenadante: 100 mi
Extrato metandlico Ensaios
desclorofilado (2000 ml) farmacolégicos
Particéo
liquido/liquido

Fracdo aquosa
Liofilizada

120 g

Esquema 3: Fluxograma de preparo do extrato metandlico e fracionamento de P. actinia
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Técnica de CLAE

Para a avaliagdo do perfil cromatografico dos extratos e fragbes de Passiflora
actinia em CLAE foi necessario otimizar as condi¢gées cromatograficas, incluindo fase
movel e fluxo. A fase movel aquosa escolhida para as separagdes analiticas foi uma
mistura de solvente A (HCO2H 2%) e solvente B (CH3CN) (87:13) e fluxo de fase movel

de 1,2 ml/min.

Separacédo da fracdo n-BuOH

Isolamento da substancia ACT24

O material acetilado da fragdo n-BuOH do extrato metandlico desclorofilado (0,7
g) (Esquema 2) foi utilizado para isolar a substancia ACT,4. Foram realizadas duas CC
com Silica Gel 60G. A primeira CC foi realizada utilizando Silica Gel (20 g) em uma
coluna de 25 cm de altura e didmetro 2,5 cm. Sua elui¢cao foi feita com ciclohexano,
ciclohexano-DCM (1:1), DCM-CHCI3 (1:1) CHCI; e CHCIl;-MeOH (9,9:0,1 - 9,8:0,2 -
9,7.0,3-9,6:04-9,5:0,5-9:1-8,5:1,5-4:1-3:1-7:3). Foram coletadas fragbes de 8
ml e apds observacdo em CCD foram reunidas as semelhantes dando origem as
fragcbes mais apolares 1-85 (F115103) € as fragdes mais polares 86-300 (F215/03). F115/03
(570 mg) foi novamente submetida a cromatografia em coluna de Silica Gel, desta vez
em tamanho menor (20 cm) e de menor diametro (1,5 cm). As coletas foram realizadas
de 100 em 100 ml. A fase movel utilizada foi um gradiente de ciclohexano-DCM onde foi

aumentando a concentragdo de DCM de 10 em 10%. As fragbes 12-16 apresentaram
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uma mancha majoritaria de R 0,54 em CCD quando utilizado eluente tolueno-DCM (3:1)
e revelador acido fosfomolibdico. Estas foram entdo agrupadas e submetidas a CCD
preparativa Merck (20x20 cm) utilizando tolueno-DCM (1:1) como eluente. A substancia
isolada foi entdo chamada de ACT.4. A substancia foi avaliada em experimentos de 'H-

e 3C- RMN utilizando CDCI; como solvente.

Fracao SP-HPLC1

Parte da fragdo n-BuOH (2,5 g) (Esquema 2) foi utilizada para realizagdo de
separagdao em Sephadex utilizando a coluna SPmaor. Fragdes (147) de 4 ml foram
coletadas com fluxo de 3 ml/min, onde, apds comparacdo dos seus perfis
cromatograficos foram reunidas em quatro subfragdes e chamadas de SPs/n-but
(F1,2,3,4,5). A fragcdo SPs/n-but F3 (1,1 g) dessa coluna foi submetida a uma segunda
cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 (SPmenor). Foram coletadas fragbes de 4
ml e as semelhantes foram reunidas e deram origem a seis subfragdes chamadas de
SPs/F3SPs5 (F1,2,3,4,5 € 6). As fragdes SPs/n-but F4 e SPe/F3 SPs Fs que apresentavam
perfil cromatografico semelhante foram reunidas e foi chamada de fragdo SP-HPLC1
(690 mgq). Essa fragdo foi ainda submetida a CC em Sephadex na coluna SPpini
sucessivas vezes, nao obtendo-se boa separacao. A fracado SPe/F3 SPs Fs (295 mg)
apresentou em CCD, FM EtOAc-HCO,H-H,O (6:1:1), apenas uma substancia quando
revelada com anisaldeido sulfurico. Experimentos em RMN foram realizados utilizando

MeOD como solvente.
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Separacéao da fracdo aquosa

Fracionamento da fracdo aquosa liofilizada

O fracionamento da fracdo aquosa liofilizada do extrato metandlico desclorofilada
(Esquema 2) foi realizado em coluna a vacuo utilizando como fase estacionaria Silica
Gel 60G para cromatografia em camada delgada. A amostra foi preparada solubilizando
o extrato (5 g) em MeOH e posterior incorporagao na propria silica em separado. A
coluna utilizada foi um funil de vidro sinterizado de 4 cm de didmetro, tamanho de poro
G3, altura de 7 cm acoplada a um kitasato. A fase mével utilizada foi um gradiente de
DCM em EtOH, iniciando-se com DCM 100% (100 ml), DCM:EtOH 10% (100 ml), e
assim sucessivamente até chegar a EtOH 100%. Onze fragdes foram coletadas,
chamadas de fracbes 1-11 da CV. Foram realizadas duas colunas a vacuo e foram
denominadas de CV; e CV3. A CV; deu origem a onze subfragbes e as semelhantes
reunidas apos analise em CCD utilizando revelador anisaldeido sulfurico em (1-8), (9-
10) e 11. A CV; gerou onze fragdes as quais foram reunidas em 1, 2, 3, (4, 5, 6), (7, 8,

9) e (10,11).

Coluna CV; e subfracdes

As subfracdes (4, 5, 6) (680 mg) e (7, 8, 9) (1 g) da coluna CV3 foram acetiladas
separadamente e cada uma foi utilizada para separagdo em coluna cromatografica. A
fracdo ACT 4, 5,6 CV; (500 mg) foi submetida a cromatografia em coluna com silica gel
60G como fase estacionaria utilizando coluna de 20 cm de altura e 1,5 cm de didmetro.

A fase mével foi inicialmente tolueno e um aumento gradual de EtOAc. Foram coletadas
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127 fragdes de 4 ml e reunidas em cinco subfragcdes, das quais da fragao 1 (1-39) foi
separada a substancia ACT43; que apresentava uma mancha em CCD. Andlise em 'H-
RMN utilizando CDCl3; como solvente mostrou que a amostra ndo estava pura, sendo
dificil a identificacao.

A fracdo ACT 7, 8, 9 CV3 (770 mg) foi submetida a coluna cromatografica nas
mesmas condi¢cdes que a fragdo ACT 4, 5, 6 CVj3. As fragdes semelhantes foram
reunidas em sete subfragdes. A fragao (29-47) cristalizou, sendo que seus cristais apds
filtracdo em coluna de silica foram recristalizados com CHCI; (30 mg). Analise em RMN
foi realizada utilizando CDCI; como solvente, mas mostrou-se tratar-se de uma mistura,

nao sendo possivel a sua identificacao.

Coluna CVy, 3 (todas)

As fragées ACT 7, 8, 9 CV3 (1,0 g), ACT 10, 11 CV3 (580 mg) e ACT 9, 10 CV,
(620 mg) por apresentarem perfil cromatografico em CCD semelhantes foram reunidas.
O material (2,2 g) foi utilizado para realizagdo de coluna cromatografica utilizando Silica
Gel 60G como fase estacionaria em uma coluna de 1,5 cm de didmetro e 40 cm de
altura e a eluigcao foi realizada inicialmente com tolueno com um aumento gradual de
EtOAc. As fragdes coletadas (8 ml) foram analisadas em CCD (FM tolueno-EtOAc 1:1)
e as amostras semelhantes foram reunidas. As primeiras fragbes (1-22) formaram um

precipitado, o qual foi analisado em 'H-, ">*C-RMN.
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Separacao cromatografica em Sephadex LH-20

A primeira coluna (SP+4) foi utilizando SPmenor € 2,5 g da fragdo aquosa. Foram
coletadas fragbes de 50 ml utilizando MeOH como eluente. A fragdo F3SP¢ (470 mg) foi
submetida novamente a cromatografia em SPpenor. FOram coletadas 118 fragées de 2
ml. As semelhantes foram reunidas e dessas sub-fragcdes foram separadas duas que

foram chamadas de SP4(F3-SP+)F1 € SP4(F3-SP1)F».

Separagao cromatografica em resina Amberlite XAD-16

As fragbes SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP+)F, foram reunidas (300 mg) e realizada
separagao em Amberlite. A eluigao foi feita com H,O, H,O:EtOH 5%, H,O:EtOH 10% e
H,O:EtOH 20%. Uma mancha de coloragdo azul quando revelada com anisaldeido
sulfurico presente em quase todas as fracbes dessa separacdo, foi separada das
demais substancias por CCD preparativa utilizando EtOAc-HCO,H-H,O (5:1:1) como
fase mével. Nao foi possivel a identificagdo em RMN da substancia isolada (AMB-

BLUE) devido a pouca quantidade do material obtido (12 mg).

Separacgao cromatografica em resina Amberlite XAD-16/Sephadex

Foi realizada uma separagao com a fragdo aquosa (10 g) (Esquema 2) em 100 g
de Amberlite XAD-16 (coluna AMB-FLO), do qual foram obtidas cinquenta fragdes de 75
ml cada. O acompanhamento da coluna foi realizado por comparagcdo dos perfis
cromatograficos das fragcdes e as semelhantes foram agrupadas, obtendo-se assim
nove subfragdes. A fragdo 1 (F1) (7 g) apresentou uma substancia de coloragédo rosa

quando revelada com anisaldeido sulfurico. Com o objetivo de isolar essa substancia,
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parte desse material (1 g) foi utilizado para separacdes em Sephadex (SPnini), obtendo-
se 33 fragdes de 4 ml da primeira coluna, das quais por agrupamento das semelhantes
foram agrupadas em trés subfragdes. Uma dessas subfragdes (F; 10-33) (0,3 g) foi
submetida novamente a cromatografia em Sephadex, e foram recolhidas 39 fragbes de
4 ml. As fracbes de numero 15-21 apresentavam perfis semelhantes, e quando
agrupadas formaram cristais. Os cristais foram analisados em experimentos em

equipamento de RMN utilizando D,O como solvente.

Reacao de hidrdlise acida

A fracdo F4 da coluna AMB-FLO foi submetida a reacdo de hidrolise acida
utiizando HCI 1% e metodologia adaptada de (Weissenberg, 2001). Foi utilizada a
proporcao de 1:3:2:1 de fragdo-tolueno-H,O-HCI conc. em refluxo por 6 h. A fragao
organica foi recolhida e a aquosa foi extraida 3x 6 ml com tolueno. As fragdes tolueno
foram reunidas, secas com sulfato de sddio anidro e concentradas em rotaevaporador
dando origem a F{ (AMB-FLO) hidrolizada a qual foi comparada em CCD com a F1 sem

hidrolizar e com o acido p-cumarico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Extrato fluido e metanélico desclorofilado

Os pesquisadores de quimica de produtos naturais normalmente preferem
trabalhar com produtos de baixa e média polaridade. Esta preferéncia ¢é justificada pela
maior solubilidade dessas substancias em solventes volateis (p.e. < 100°C), fato que
facilita a remocdo destes apds os processos de fracionamento e purificagdo, através
das técnicas cromatograficas entre outras, ou mesmo apds analises espectrométricas
(Chaves et al., 2000).

Os extratos e fragdbes de Passiflora actinia Hooker foram estudados
quimicamente e biomonitoradas em relacdo a atividade sedativa e ansiolitica em
modelos animais. Nas fragdes bioativas espera-se encontrar a (s) substancia (s)
quimica (s) responsavel (is) por esta atividade. Estudo realizado por Santos, (2003)
encontrou atividade farmacolégica nas fragdes mais polares, como n-BuOH e aquosa,
sendo essas as fragdes de interesse no presente estudo.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagcdo. Ela esta
fundamentada na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacbes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase
estacionaria. A principal diferenga entre a cromatografia liquida classica e a CLAE é a
utilizacdo de fases estacionarias com microparticulas esféricas, de preferéncia. Estas
fases, por serem muito permeaveis, tornam necessaria a utilizacdo de bombas para a

eluicdo da fase movel. A utilizacdo destas novas fases estacionarias, associada ao
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desenvolvimento da instrumentagao, levou esta técnica a um melhor desempenho em
termos de resolugao, quantificacdo e detecgdo em um menor tempo de analise (Cass e
Degani, 2001).

A técnica de CLAE pode também ser util para realizar o fingerprint de diversas
espécies vegetais. Isso tras uma grande quantidade de informagdes, incluindo
autenticidade da amostra, determinacao de marcadores taxonémicos, identificacdo de
constituintes padrdes relacionados com a localidade da planta, suporte para estudos
genéticos (espécies hibridas), diferengas entre espécies que possuem semelhancgas
anatbmicas e atividades bioldgicas relacionadas ao perfil fitoquimico (Abourashed et al.,
2002).

O perfil cromatografico dos extratos e das fragées de P. actinia foi realizado em
CLAE. Seguindo a metodologia proposta por Pereira et al. (2004), adaptacbées foram
feitas para atender as condi¢des existentes visto que a metodologia proposta utiliza o
modo gradiente e o equipamento utilizado permite apenas o modo isocratico. Os
extratos analisados foram o fluido e metandlico desclorofilado e os padrdes vitexina (16)
e isovitexina (17) foram utilizados para verificar sua presenga nas folhas da planta.

A Tabela 1 sintetiza o que foi realizado nas diversas etapas de otimizagao da
metodologia, sendo solvente A sol. aquosa HCO;H 2% e solvente B CH3CN. Em
detalhe as modificacbes que foram realizadas entre uma etapa e outra. Para o extrato
fluido o melhor sistema cromatografico encontrado para separagao analitica foi solvente

A-solvente B (87:13) e fluxo de 1,2 ml/min (Figura 3).
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Tabela 1. Etapas de otimizagdo da metodologia de CLAE
para extratos e fragbes de P. actinia.

Fase Fase movel (FM) Fluxo de FM
solvente A:solvente B

1 (80:20) 1ml/min

2 (80:20) 0,8ml/min

3 (85:15) 0,8ml/min

4 (85:15) 1,0ml/min

5 (87:13) 0,8ml/min

6 (87:13) 1,0ml/min

7 (87:13) 1,2ml/min

o o o o
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Figura 3: Cromatograma do extrato fluido de P. actinia obtido na sétima fase de
otimizagdo da metodologia em CLAE. FM: sol. aquosa HCO,H 2%:CH3;CN 87:13, fluxo
1,2 ml/min e A=340 nm.

Apos anadlise dos cromatogramas (Figura 3) confirmou-se que o flavondide
vitexina (16,8 min) ndo esta presente na espécie em questdo estudada, ou se presente
sua quantidade é muito pequena (tracos). Abourashed et al. (2002) em seu estudo
(fingerprint) utilizando a técnica de CLAE em extratos de 115 espécies de Passiflora,

sendo uma delas a P. actinia, relata a presenga somente dos flavonodides
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shaftosideo/isoshaftosideo e isovitexina para a espécie, ndo detectando também
vitexina na P. actinia.

Por comparacdo do tempo de retencdo dos picos dos padrboes com 0s picos
encontrados nos cromatogramas dos extratos verificou-se a presenga de isovitexina
(t=18,189) (Figura 4), o qual por adicdo de padrao confirmou-se a presenca do
flavondide. Ao analisar o cromatograma (Figura 5) verifica-se que o pico da isovitexina
diminuiu como todos os outros picos, em funcdo do padrdo adicionado estar em
solugdo. Mesmo assim pode-se confirmar que o que aparece no cromatograma do
extrato fluido € a isovitexina, pois nenhum outro pico aparece no cromatograma de

adicao de padrao (Figura 5).
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Figura 4: Cromatograma do padrao isovitexina em CLAE. FM: sol.
aquosa HCO,H 2%:CH3;CN 87:13, fluxo 1,2 ml/min e A=340 nm.
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Foi realizada andlise em CLAE do extrato metandlico desclorofilado de P. actinia
(Figura 6). Em comparagcdao com o extrato fluido (Figura 3), ambos apresentam o
mesmo perfil cromatografico, confirmando-se que o solvente escolhido para a extragao

e fracionamento, extrai os mesmo marcadores quimicos.
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Figura 6: Cromatograma do extrato metandlico desclorofilado de P. actinia em CLAE.
FM: sol. aquosa HCO,H 2%-CH3CN 87:13, fluxo 1,2 ml/min e A=340 nm.
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Os mesmos resultados foram observados para o extrato metandlico
desclorofilado obtido por extragdo a quente em equipamento de Soxhlet (Santos, 2003).
Isso demonstra que a temperatura utilizada na extragdo nao interfere com a
composi¢cado quimica, pelo menos em relagdo as substancias flavonoidicas. Esse
mesmo autor verificou em analise cromatografica em CLAE dos extratos metandlicos
desclorofilados de P. actinia, P. alata e P. incarnata uma maior similaridade da P.
actinia com a espécie importada P. incarnata do que com P. alata (oficial no Brasil),
sugerindo-se dessa forma, pelo menos em relagéo a ética quimica, que poderia haver
possibilidade da espécie P. actinia ser uma alternativa de substituicdo a espécie

importada.

Frac&o n-BuOH

A fracdo n-BuOH ¢é rica em flavondides os quais podem ser observados quando

se utiliza o revelador NEU (Figura 7).

Figura 7: CCD da fragao n-BuOH e aquosa do
extrato metanolico desclorofilado de P. actinia
FM: EtOAc-HCO,H-H,0 (8:1:1), revelador: NEU



55

A varredura no UV da fragdo n-BuOH mostrou que ocorre absorcdo em 274 e
342 nm. Por essas razdes o comprimento de onda escolhido para a técnica de CLAE foi
340 nm.

Os padrodes utilizados para comparagao de tempo de retencédo foram a orientina
(14), vitexina (16) e isovitexina (17). Por comparacgéo de tempo de retencéo e adi¢ao de
padrao, o unico flavondide detectado para a fragao foi isovitexina (Figura 9). Os tempos
de retencao dos padrdes foram de 11,22 min para orientina, 16,41 min para vitexina e

18,82 min para isovitexina (Villas-Bbas et al., 2006).
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Figura 8: Perfil cromatografico em CLAE da fracdo n-BuOH de P. actinia.
FM: sol. aguosa HCO,H 2%-CH3;CN 87:13, fluxo 1,2 ml/min e A=340 nm.
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Figura 9: Perfil cromatografico em CLAE da fracdo n-BuOH () e dos
padrées vitexina () , isovitexina () e orientina (J) . FM: sol. aquosa HCO,H
2%-CH5CN 87:13, fluxo 1,2 ml/min e A=340 nm.

O perfil cromatografico da fragdo n-BuOH em CLAE pode ser observado na
Figura 8, o qual é muito semelhante com o do extrato fluido e extrato metandlico
desclorofilado (Figuras 3 e 6), justificando a tentativa de isolamento dos componentes
quimicos presentes nessa fragdo, uma vez que sdo semelhantes aos da espécie P.
incarnata, uma das mais estudadas em relagdo as propriedades farmacoldgicas do
género.

O processo de separacao da fracdo n-BuOH se deu inicialmente em coluna de
Silica Gel 60G. A fragao é soluvel em MeOH, mas € necessario muito solvente. Como a
coluna foi empacotada com CHCI3;, ao tentar colocar este solvente na amostra ocorre a
formacédo de precipitados, ndo sendo o procedimento adequado para este material.
Para tentar solucionar o problema da solubilidade, parte da fragdo n-BuOH (1 g) foi

submetida a reacgéo de acetilagdo e 0,7 g foi utilizado para realizagcado de separacao em
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coluna cromatografica, do qual apds duas purificagdes em coluna de silica gel 60G foi
separada a substancia ACTy4. O espectro de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (Figura 10) apresentou dois sinais de duplo dubletos em regido aromatica,
um multiplete bem definido em 4,2 ppm indicando a proximidade de um éster, além de
sinais de metilas e metilenos em campo alto. Juntamente com outros dados espectrais,
foi sugerida a estrutura 30 para esta substancia. Esse produto, de estrutura simétrica e
nunca identificada em nenhum outro produto natural, pode ser um artefato de solvente,

embora os solventes utilizados tenham sido destilados e purificados antes do uso.
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Figura 10: Espectro de "H- RMN (400 MHz, CDCl;) da substancia 30
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30

Como a amostra n-BuOH sem ser acetilada apresenta solubilidade em MeOH, e
este solvente dissolve parte da silica, foi discutida a possibilidade de utilizar colunas do
tipo Sephadex, pela facilidade de utilizar solventes polares como MeOH e H;O, nos
quais as amostras de interesse sdo soluveis. As fragdbes mais polares puderam ser
separadas nesse tipo de fase estacionaria, deixando de lado a necessidade de
submeter as fragcbes a reacao de acetilagcao.

Sephadex LH-20 é formada por polimeros de dextrana e é utilizada nos
processos de filtragdo em gel de produtos naturais. Varios pesquisadores tem obtido
sucesso no isolamento de substancias utilizando esse sistema de filtracao por exclusao
(Endale et al., 2005; Orsini et al., 1986; Woldemichael et al., 2003).

Parte da fragdo n-BuOH (2,5 g) foi utilizada para realizagdo de coluna em
Sephadex utilizando a coluna SPmaor. As fracbes semelhantes reunidas foram
submetidas @ CC (SPmenor), as fracdes SPs/n-BuOH F, e SPs/Fz SPs Fs que
apresentavam perfil cromatografico semelhante em CCD foram reunidas e foi chamada
de fracdo SP-HPLC1. A fracdo SP-HPLC1 apresenta apenas uma substancia em CCD
(Figura 11a). O espectro UV mostrou absor¢coes em 210, 269 e 348 nm sugerindo-se a
presenca de flavondides. O perfil cromatografico em CLAE (Figura 11b) mostra a

predominadncia de uma substancia com t; 32,639. O flavondide isovitexina esta
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presente na amostra, em t. 63,044, ndo sendo essa a substancia em maior quantidade

na fracao.
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Figura 11: (a) Perfil Cromatografico da fragdo SP-HPLC1 em CCD. FM: EtOAc-
HCO,H-H,O (6:1:1), revelador NEU e (b) CLAE FM: sol. aquosa HCO,H 2%-
CH5CN 90:10, fluxo 1,0 ml/min e A=340 nm.

Parte da fracdo (30 mg) SP-HPLC1 foi submetida a analise em RMN, mas nao
pbdde ser identificada devido a pouca quantidade de material. O restante do material foi
submetido novamente a CC (SPnni) com o objetivo de se isolar a substancia em maior
quantidade na fragao. O que antes parecia uma fragdo com apenas uma substancia
(Figura 11a), apds sucessivas colunas em Sephadex podem ter se decomposto,
mostrando substancias que nao estdo presentes na fracdo original (Figura 12). A
extracdo com MeOH pode resultar na formacao de metil derivados, ndo encontrados

originalmente nas plantas (Oleszek e Bialy, 2006).
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Figura 12: Perfil Cromatografico em CCD da fracéo (lI) e sub-fracbes da SP-
HPLC1 (FM: EtOAc-HCO,H-H,0 (6:1:1), revelador anisaldeido sulfarico.

A fracdo SPg/F3 SPs Fs apresentou apenas uma mancha quando em CCD
(EtOAc-HCO2H-H,0 6:1:1) com R de 0,66. A substancia presente na fragcéo, codificada

por SPsF&50, foi analisada em experimentos de RMN (solvente MeOD).

Fracdo aquosa

A fracdo aquosa do extrato metandlico desclorofilado de P. actinia mostrou-se
interessante, pois uma CCD geral utilizando revelador anisaldeido sulfurico evidenciou
a presenca de possiveis saponinas na forma de manchas de coloragdo rosea. A
literatura até o momento relatou saponinas para a espécie P. alata, P. quadrangularis e
P. edulis, mas nunca para a espécie P. actinia. Quando aplicada a técnica de agitagao
em tubo, ocorre a formagao de espuma, em pouca quantidade, mas persistente.

A primeira tentativa de separagcédo da fragdo aquosa foi realizada em coluna a

vacuo utilizando Silica Gel 60G em um funil de vidro sinterizado (pag. 43). As fracbes
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da coluna CV; (Figura 13), apds analise do seu perfil cromatografico foram separadas
em 1, 2, 3, (4, 5, 6), (7, 8, 9), (10, 11). As fragcdes 1, 2 e 3 foram guardadas para
estudos posteriores. As fragdes 7, 8, 9 apresentaram uma macha vermelha em CCD
bem polar quando revelada com anisaldeido sulfurico, sendo que a acetilagédo dessas

fragcdes foi realizada numa tentativa de isolar as possiveis substancias triterpénicas.

Figura 13: Fracionamento da fragcdo aquosa do extrato metandlico
desclorofilado em coluna a vacuo (CV3), FM: DCM-EtOH (1:1), revelador
anisaldeido sulfurico. Fragdes 4, 5, 6 (amarelo), 7, 8, 9 (vermelho) e 10,

11 (azul).

Apods analise em CCD e reacao de acetilagdo, separagcdes em coluna de Silica

Gel 60G das fragbes semelhantes foram realizadas (Figura 14 e 15).
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F1 F2 F3 F4 F5

Figura 14: Resultado da coluna ACT 4, 5, 6
CV;. FM: tolueno-EtOAc (1:1), revelador
anisaldeido sulfurico.

Figura 15: Resultado da coluna ACT 7, 8, 9 CV; (material de partida,
fragbes e material de limpeza da coluna). FM: tolueno-EtOAc (1:1),
revelador anisaldeido sulfurico

A F1 da coluna ACT 4, 5, 6 CV3 (Figura 14) formou cristais e a substancia
presente em maior quantidade foi chamada de ACT,43. O mesmo ocorreu com a fragao

29-47 que continha a substancia ACT4s da coluna ACT 7, 8, 9 da CV; (Figura 15).
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Uma varredura em UV foi realizada com as fragdes que contém as substancias
ACT43 e ACTy e os espectros mostraram que ambas absorvem no mesmo
comprimento de onda (273 e 225 nm) sugerindo serem a mesma substancia. Os
espectros de "°C- e "H-RMN das fragdes que continham as substancias ACT4s € ACT4s
apresentou diversos sinais demostrando que as substancias estavam impuras, nao
sendo possivel a sua identificagao.

O espectro de "H-RMN de ACT.3 (Figura 16) apresentou sinais caracteristicos de
acetatos em 2,0 ppm, série de sinais entre 4 e 6 ppm, um sinal de dupla ligagdo em 6,2

ppm, indicando tratar-se possivelmente de uma substancia glicosilada.

e S |

a.0 7.0 6.0 5.0 40 an 20 1.0 0o
pprn (f1)

Figura 16: Espectro de '"H- RMN (400 MHz, CDCI3) da substancia ACT43
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Uma coluna foi realizada com as fragdes ACT 7, 8, 9 CV3, ACT 10, 11 CVs e
ACT 9, 10 CV,, chamada coluna CV,, 3 (todas). As primeiras fragdes (1-22) da coluna
CV,, 3 (todas) formaram um precipitado, o qual foi analisado em 'H-RMN e "*C-RMN.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura 17)
apresentou um sinal singlete em 2,09 ppm para trés hidrogénios e um sinal singlete em
2,08 ppm, referente a seis hidrogénios, indicando a presenga de trés acetatos. Outros
sinais importantes apareceram em & 4,15 como duplo dubleto com constantes de
acoplamento de 12 e 5,8 Hz e integracao para dois hidrogénios e também um duplo
dubleto em & 4,29, também com integragdo para dois hidrogénios e J = a 12 e 4,3 Hz.
Um quinteto em & 5,24 para um hidrogénio, J = 4,3 demonstra um acoplamento com o
sinal em 0 4,29, confirmado pelo espectro de COSY (Figura 18). Nenhum outro sinal no
espectro apresentou qualquer possibilidade de correlacdo entre os sinais citados,
sugerindo ser uma substancia de baixo peso molecular. O espectro de HMQC
apresentou correlagdes préprias entre os sinais dos hidrogénios do radical acetila com
sinais em 20,7 e 20,9 ppm, como também sinais em 170,7 e 170,2, préprios para a
presenca de trés carbonilas, confirmando a presenca dos trés grupos acetatos. Um
sinal em 62,1 ppm apresentou correlacdo com os sinais em 0 4,29 e 4,15,
demonstrando tratar-se de hidrogénios geminais (Williams e Fleming, 1995), sendo que
o sinal do hidrogénio em & 5,24 apresentou correlagcdo com o sinal em 62,3 ppm do
espectro de ">*C-RMN. A posicido dos trés sinais de carbono em torno de 60 ppm indica
tratar-se de ésteres, o que corrobora com os sinais de grupos acetilas. Dessa forma,

resta caracterizar a substancia como sendo o tri-acetato de glicerol (Figura 19), uma
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substancia que provavelmente exista em plantas desde sua origem ha 200 milhdes de
anos (Gerber et al., 1988; Khorun et al., 2006).

A presenga de glicerol em produtos naturais € bem conhecida em insetos e
animais como crioprotetores (Li et al., 2003). Plantas possuem células especializadas
que confinam e protegem tecidos. Esta protecao é necessaria para defender as plantas
de patdgenos e evitar sua desidratagdo. As folhas sado protegidas pela epiderme
principalmente pelo seu conteudo em biopolimeros, p.ex. cutina na epiderme e suberina
na periderme (Graca et al.,, 2002). Suberina, conforme demonstrado por Graca e
Pereira (1997) e Moire et al. (1999) possui glicerol em quantidade suficiente para
esterificar a maior parte dos grupos carboxilas presentes em sua estrutura, o que
sugere justificar a presenga desta substancia nas folhas de P. actinia. Gerber (1988)
desenvolveu um procedimento por HPLC para quantificar a presenca de glicerol em
vegetais, demonstrando que em anaerobiose, as plantas apresentam maior quantidade

dessa substancia (Gerber et al., 1988).
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Figura 18: Espectro de COSY (400 MHz, CDCIs) do glicerol acetilado
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A fragcao aquosa (2,5 g) também foi fracionada utilizando colunas Sephadex LH-
20. Foram realizadas separagdes cromatograficas diversas (pagina 45) com o objetivo
de ir separando ao maximo as substancias presentes na fragdo. Na primeira coluna
realizada, foram reunidas as fragdes semelhantes, mas como a separagao nao foi muito
efetiva, apenas uma das fragdes foi utilizada (F3) e as demais foram guardadas para
posteriormente fazer outra coluna. A fragaéo F; (Figura 20) foi chamada de F3SP,. Essa
fracdo apresentou, quando submetida a CCD e revelada com anisaldeido sulfurico, uma
mancha vermelha, o que sugere a presenca de glicosideos triterpénicos, possiveis

saponinas.

Figura 20: CCD da fragcdo aquosa e
suas fragdes da SP1. Em destaque a
F; de coloracido avermelhada. FM:
DCM-EtOH (1:1), revelador
anisaldeido sulfurico.

A fracdo F3SP¢ foi submetida novamente a cromatografia em SPpmenor € foram
separadas subfragcdes SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3-SP+)F,. Ambas apresentaram manchas

de coloragéo rosa (Figura 21). Foram reunidas as fragdes para posterior separagao.
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Como a separacao da fragdo F3SP; em Sephadex nao foi eficiente, foi feita uma
tentativa de fracionamento em resina Amberlite XAD-16.

A grande maioria dos artigos onde se fala do isolamento e identificacdo de
substancias polares (saponinas) fala também da utilizagdo de resinas i6nicas do tipo
Amberlite, sugerindo a utilizagdo primeiramente de resinas do tipo Amberlite, seguido
por purificagcbes em Sephadex. A resina muito utilizada para separagao das substancias
polares contidos em extratos de plantas sdo as do tipo Amberlite XAD-16. Essas
resinas sao uteis na separagao de substancias polares hidro e alcool soluveis. Quando
se elui a coluna com agua, as substancias fendlicas ficam retidas na coluna, enquanto
as demais sao eluidas sem nenhuma interagcédo, sendo interessante na separagao de
glicosil flavondides e saponinas.

A coluna em Amberlite XAD-16 da fracdo F3SP¢ resultou em uma separagao

mais efetiva (Figura 22).

Fi Fa Fy F»
(1) 2)

Figura 21: Fragoes SP4(F3-SP1)F1 e SP4(F3;-SP,)F> nas seguintes
fases méveis: (1) AcCOEt-HCO,H-H,O (6:1:1) e (2) DCM-EtOH (1:1),
revelador anisaldeido sulftrico.
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Figura 22: Coluna Amberlite XAD-16 fragcéo
SP4(F3-SP¢)F4F, FM: AcOEt-HCO,H-H,O
(6:1:1), revelador anisaldeido sulfurico.

A mancha azul, que n&o apresenta fluorescéncia em ondas longas, foi obtida em
pequena quantidade (12 mg) apos isolamento por CCD preparativa, sendo que nao foi
possivel a sua identificagdo por RMN uma vez que a amostra estava muito diluida.

Numa tentativa de verificar se a separagao poderia ser melhor se fosse utilizada
a resina Amberlite XAD-16 como primeira opgao de separagao, foi realizada uma

separagao com a fragdo aquosa (coluna AMB-FLO) (Figura 23).
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Figura 23: Coluna AMB-FLO da fracdo aquosa. Em destaque a
fragdo F4. FM: AcOEt-HCO,H-H,O (5:1:1), revelador anisaldeido
sulfarico.

A fragdo 1 (F;) apresentou uma mancha rosea, com possivel perfil de uma
aglicona de saponina. Acido p-cumarico revela com coloracdo rosa com anisaldeido
sulfurico, semelhante a mancha da F{ na Figura 23. CCD do acido p-cumarico em
comparagao com a fragdo F1 mostrou Rf de 0,9 e 0,7 para a mancha vermelha da
fracdo F¢, ambas com coloragao igual. Para verificar se a mancha rosa presente na F4
apresenta alguma correlagdo com o acido p-cumarico (31), possivelmente um éster, foi
realizada hidrolise com HCI 1% e 36%. Os resultados em CCD obtidos mostraram que

nao ha nenhuma correlagdo da mancha rosa obtida com o acido p-cumarico.
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Com o objetivo de isolar essa substancia résea, foram realizadas separacdes
em Sephadex da F1 sem hidrolizar utilizando MeOH como eluente. Da primeira coluna
em Sephadex foram obtidas 33 fragdes de 4 ml, das quais por agrupamento das
semelhantes foram agrupadas em trés subfragdes. Uma dessas subfragbes foi
submetida novamente a cromatografia em Sephadex, e foram recolhidas 39 fragbes de
4 ml. As fracbes de numero 15-21 apresentavam perfis semelhantes, e quando
agrupadas formaram cristais na forma de prismas. Os cristais foram soluveis somente
em D,0, e insoltveis em qualquer outro solvente. O espectro de 'H-RMN (Figura 24)
mostrou dois duplos dubletos em 6,5 ppm, um sinal possivelmente para um grupo
metoxila em 3,2 ppm, além dos sinais do solvente. Apesar da substancia estar
cristalizada, por RMN nao foi possivel a sua identificagdo, mas, por ser um cristal com
formas bem definidas espera-se conseguir elucidar a sua estrutura atrvés de

experimentos utilizando experimentos de Raio-X.
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Figura 24: Espectro de "H- RMN (400 MHz, D,O) dos cristais (F1)
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CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Em funcdo da dificuldade de isolar substancias polares pelos procedimentos
adotados, como alternativa, pretende-se utilizar para as subfragbes de SP-HPLC1 o
meétodo de separagcao em CLAE semi-preparativa para isolar a substancia que aparece
em maior quantidade (maior pico no tempo de retengdo de 32 min). A fase médvel
escolhida € HCO2;H 2% e CH3CN (90:10) e fluxo 1,0 ml/min. Essa fase movel foi testada
em CLAE analitica e mostrou-se apropriada para a separagcdo. A substancia que
aparece em tempo de retengcdo 63 min € a isovitexina, sendo que sua purificagcao
também podera ser realizada pela mesma técnica e obter através de analise por RMN a
confirmacéao definitiva da presenca desse flavondide em P. actinia.

Encontrou-se grande dificuldade em trabalhar com as fragdes polares e silica,
sendo que utilizar Amberlite e Sephadex, nessa ordem, esta se mostrando muito util na
separacao da fracdo aquosa ao invés de Sephadex antes de Amberlite. As outras
subfracbes da separacdo Amberlite/Sephadex poderao ser fracionadas posteriormente
em Sephadex para tentar separar outras substancias polares que possuem similaridade
em CCD com saponinas.

Ao mesmo tempo, a utilizacdo de MeOH em coluna de Sephadex pode ter
gerado substancias de decomposicdo que nao estavam presentes na amostra. O
solvente utilizado nas analises de RMN foi MeOD sugerindo a ocorréncia de alguma
interferéncia do solvente em funcao dos resultados obtidos em ambos os experimentos,

0 que devera ser investigado posteriormente.
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O biomonitoramento pode ser util no desenvolvimento desse trabalho, sendo que
as fracbes semi-purificadas serdo utilizadas para a realizacdo de experimentos
farmacoloégicos em modelos de ansiedade para verificar se existe alguma correlagao
dessas substancias com a atividade ja observada para os extratos brutos e fragoes
polares. A substancia responsavel pela atividade ansiolitica e sedativa do maracuja
ainda é uma incégnita, sugerindo-se ser um grupo de substancias, e ndo somente uma

substancia isolada a responsavel pelos seus efeitos.
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