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RESUMO

Passiflora edulis pertence a familia Passifloraceae e ¢ popularmente conhecida no Brasil,
como maracuja. Ha4 duas variedades de P. edulis: P. edulis Sims ou também P. edulis
forma Sims (maracuja roxo) e P. edulis forma flavicarpa Degener (maracuja amarelo).
Nesse trabalho, foi escolhida a espécie P. edulis f. flavicarpa como objeto de estudo.
Essas espécies tem sido utilizadas na medicina popular principalmente como sedativas e
calmantes. Foram analisados extratos das folhas, frutos e raizes de P. edulis. As analises
cromatograficas indicaram a presenca de flavondides C-glicosideos nas folhas e frutos de
P. edulis. Nas raizes ndo foi identificada a presenca de flavondides C-glicosideos. Nas
folhas foi realizada a pesquisa de flavonodides e nas raizes foi investigada a presenca de
terpendides e saponinas. O fracionamento de flavondides C-glicosideos no extrato
metandlico das folhas resultou em duas sub-fragdes e possibilitou o isolamento de uma C-
glicosilflavona, caracterizada através de técnicas espectroscopicas de RMN 'H e “C.
Predominam nas sub-fracdoes as C-glicosilflavonas, vitexina, isovitexina, orientina e
isoorientina. A partir da fracdo diclorometano das raizes, foram isoladas trés substancias.
Uma dessas substancias, codificada como SRI, foi elucidada como um triterpeno de
nucleo urseno, através de medidas espectroscopicas de RMN 'H e °C, DEPT, HETCOR,
COSY e HMBC. O triterpeno foi identificado como 3, 163 - diacetoxiurs-12-eno,
substancia ndo descrita previamente na literatura para as espécies do género Passiflora. A
substancia codificada como SRII foi identificada como sitosterol. Além disso, foi
determinada a atividade antiinflamatoria dos extratos aquosos liofilizados das folhas,
pericarpo dos frutos maduros e raizes de P. edulis. O extrato das folhas (50, 100, 250 e
500 mg/Kg, i.p.), no modelo de pleurisia, induzida por carragenina, em camundongos,
inibiu significativamente a migragao de leucocitos. Os mesmos extratos foram avaliados
em relacdo a potencial atividade antiviral. O extrato aquoso liofilizado das raizes
apresentou valores de indice de seletividae de IS = 6,21 e 11,8, respectivamente, para as
cepas KOS e 29R (resistentes ao aciclovir), merecendo especial interesse para estudos
posteriores visando a caracterizacao de fracoes ativas.
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ABSTRACT

Passiflora edulis is a member of the family Passifloraceae. It is populary know in Brazil
as maracuja. Two types of P. edulis are grow commercially, the purple form (P. edulis
Sims or also P. edulis forma Sims) and a yellow form (P. edulis forma flavicarpa
Degener). This species have been used in medicine popular mainly as sedative and
tranquilizer. In this work the P. edulis f. flavicarpa was researched. The phytochemical
research was performed with the leaves, fruits and roots extracts. Chromatographic
analyses on silica gel indicated flavonoids C-glycosides in the leaves and fruits extracts
but not in the roots extracts. Fractionation of the leaves methanolic extract resulted in two
sub-fractions and allowed the isolation of a C-glycosilflavon, identified on the basis of
NMR - 'H e "*C spectral data. The main compounds identified in the sub-fractions were
vitexin, isovitexin, orientin and isoorientin. From the dicloromethan fraction of the roots
three compounds were isolated. The compound SRI was identified as a triterpenoid on the
basis of NMR 'H and "C, DEPT, HETCOR, COSY and HMBC, the 34, 168 -
diacetoxyurs-12-ene. This is the first report of this compound in Passiflora species. The
compoud SRII was identified as sitosterol. Furthermore, the anti-inflammatory activities
of the liophylized aqueous extracts obtained from the leaves, pericarp of the mature fruits
and roots were evaluted in mouse model of pleurisy induced by carrageenan. The leaves
extract (50, 100, 250 e 500 mg/Kg, i.p.), inhibited leukocyte migration. The antiviral
potencial activity of the liophylized aqueous and hydroetanolic extracts obtained from the
leaves, pericarp of the mature fruits and roots were evaluted. The results showed that the
liophylized aqueous roots extract has antiviral activity with selectivity indices
(SI=CCS50/EC50) varying from 6,21 to 11,8, respectively, against KOS and 29R strains
(aciclovir resistant). Further investigations are required to characterize the actives
fractions.
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Introdugao 2

O género Passiflora, pertence a familia Passifloraceae e possui cerca de 400
espécies, nativas da América tropical, desde o sul dos Estados Unidos, México e América
Central até o sul da América do Sul, incluindo o Brasil. Apenas cerca de dez por cento de
suas espécies sdo nativas na Asia Tropical até a Polinésia e Australia (SACCO, 1980). As
espécies mais estudadas e utilizadas para a elaboragao de medicamentos fitoterapicos sao
P. alata, que constitui a espécie oficial descrita na Farmacopéia Brasileira (FARM.
BRAS, 1959 e 1977) e P. incarnata, descrita como espécie oficial em varias farmacopéias
e em muitos compéndios de plantas da América do Norte e Europa. Também a espécie P.
edulis ¢ muito cultivada no Brasil pelos seus frutos, utilizados na industria alimenticia
(OLIVEIRA et al., 2002). Ha duas variedades de P. edulis: P. edulis forma flavicarpa
Degener (maracuja amarelo) e P. edulis Sims ou também P. edulis forma Sims (maracuja
roxo) (SPENCER; SEIGLER, 1983; VALE; LEITE, 1983; CARVALHO-OKANO;
VIEIRA, 2001). Nesse trabalho, foi escolhida a espécie P. edulis f. flavicarpa como

objeto de estudo.

A espécie P. edulis f. flavicarpa ¢ conhecida popularmente como maracuja-
amarelo, maracujd-acido, maracuja-azedo, maracuja-comum, maracuja-de-comer,
maracuja-de-suco, maracuja-mirim e maracuja-peroba (SACCO, 1980; CARVALHO-
OKANO:; VIEIRA, 2001).

Virias espécies do género Passiflora, silvestres ou cultivadas, sdo tradicionalmente
conhecidas no ambito da medicina popular em quase todos os paises ocidentais. A
literatura etnofarmacoldgica registra o uso das folhas, das diversas espécies de Passiflora,
na forma de cha, como um calmante ¢ suave indutor do sono (PIO CORREA, 1978;
LORENZI; MATOS, 2002). O uso das folhas também ¢ indicado para combater febres
intermitentes, inflamagdes cutaneas, a eripsela sendo ainda consideradas diaforéticas e
anti-histéricas (PIO CORREA, 1978). Especificamente para P. edulis, o suco dos seus
frutos ¢ referido por alguns autores como sedativo e o chd da folhas como calmante,

sedativo e antiespasmodico (LORENZI; MATOS, 2002).
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O efeito terap€utico de muitas plantas medicinais ja estd bem estabelecido, embora
seus mecanismos de acdo ainda ndo estejam muito claros. Diferentemente de farmacos
isolados, as plantas medicinais contém varias substancias ativas que podem apresentar um
efeito sinérgico, tanto farmacodinamico quanto farmacocinético e, por isso, normalmente,
ha varias hipdteses de mecanismos de agdo em relacdo a acdo terapéutica dos extratos de

plantas medicinais (WILLIAMSON, 2000; SPINELLA, 2002).

Vérios ensaios pré-clinicos, mas poucos ensaios clinicos foram desenvolvidos para
avaliar as atividades farmacologicas propostas para espécies de Passiflora. A espécie
mais estudada ¢ P. incarnata. Alguns estudos (OGA et al., 1984; PETRY et al., 2001 e
PARIS et al., 2002) relataram atividade no Sistema Nervoso Central para a espécie P.
alata. Para P. edulis, também ha relatos (VALE; LEITE, 1983; MALUF et al., 1991;
PETRY et al., 2001; PARIS et al., 2002) de efeito depressor do Sistema Nervoso Central

para o extrato das folhas.

Na revisdo bibliografica realizada encontrou-se apenas um estudo em relagdo a
atividade antiinflamatoria da espécie P. incarnata (BORRELI et al., 1996). As espécies P.
edulis Sims e P. alata vem sendo objetivo de estudo em relagdo a determinacdo da
atividade antiinflamatoria nesse Programa de P6s-Graduagdo. Resultados prévios sugerem
que essas espécies tém um importante papel na modulagao da inflamagao. Em relacao a

avaliacao da potencial atividade antiviral ndo foi encontrado relatos na literatura.

Dentro deste contexto, a proposta principal deste trabalho ¢ o isolamento e
caracterizagdo de compostos ou fracdes das folhas e raizes de P. edulis f. flavicarpa e
compararagao dos constituintes quimicos das folhas, raizes e frutos. Também ¢ objetivo
de estudo deste trabalho a determinagdo da atividade antiinflamatoria e antiviral da
espécie P. edulis f. flavicarpa, realizados em colaboragdo com a Dra. Profa. Tania Frode e
Dra. Profa. Claudia Maria Oliveira Simdes. Neste trabalho também estd sendo
considerado os extratos processados dos subprodutos do maracuja, dentre eles, casca e

mesocarpo, visto que, conforme Pruthi (1963), na extragao do suco de maracuja, cerca de
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2/3 do volume total sdo descartados (que equivale aproximadamente a que 65 — 70 % do

peso total dos frutos), dos quais 90 % sdo cascas e, em torno de 10 % sdo sementes.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar os estudos fitoquimicos e biologicos da espécie P. edulis f. flavicarpa

Degener.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar os constituintes quimicos, especialmente, flavonoides das folhas da

espécie Passiflora edulis.

e (Caracterizar os constituintes quimicos das raizes de Passiflora edulis.

e Comparar a composi¢ao quimica dos extratos e fracdes das folhas, frutos e raizes de

Passiflora edulis, através de analise cromatografica.

e Avaliar a atividade antiinflamatoria dos extratos aquosos das folhas, das raizes e do

pericarpo dos frutos maduros da espécie Passiflora edulis.

e Avaliar a atividade antiviral dos extratos aquosos e hidroetandlicos das folhas, das

raizes e do pericarpo dos frutos da espécie Passiflora edulis.
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O nome maracuja, de origem indigena, ¢ empregado exclusivamente para designar as
espécies do género Passiflora, da familia Passifloraceae, a maioria das quais ¢ nativa da
América do Sul. Muitas espécies fornecem frutos comestiveis, outras tém folhas
consideradas venenosas, outras ainda sdo de uso medicinal popular, como sedativas e

hipnéticas, além de serem também preconizadas contra o nervosismo, ansiedade e

insonias (PIO CORREA, 1978).

3.1 INFORMACOES BOTANICAS

A familia Passifloraceae foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu e Augustin
Pyramus de Candole e inclui dezessete géneros, e cerca de 600 espécies tropicais e
temperadas, compreendendo lianas, arbustos e arvores. A grande maioria das espécies
descritas nessa familia sdo herbaceas ou lenhosas, em geral trepadeiras. Dentre as
principais espécies da familia Passifloraceae, destacam-se os géneros Passiflora, Adenia e

Tetrapathaea (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).

As especies de Passiflora sao popularmente conhecidas como maracujas (P1O
CORREA, 1978). Especificamente a espécie P. edulis f. flavicarpa, é conhecida
popularmente como maracuja-amarelo, maracuja-acido, maracuja-azedo, maracuja-
comum, maracuja-de-comer, maracuja-de-suco, maracuja-mirim € maracuja-peroba

(SACCO, 1980; CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).

Passiflora ¢ o maior género, com cerca de 400 espécies e ocorre, principalmente,
nas Américas, registrando-se a ocorréncia de somente cerca de dez por cento de suas
espécies na Asia Tropical, Polinésia ¢ Australia. Muitas espécies sio cultivadas em
regides tropicais devido a producao de frutos, destacando-se a espécie Passiflora edulis
(COSTA, 1977; SACCO, 1980; BISSET, 1994; BLUMENTHAL; GOLDBERG,
BRINCKMANN, 2000; DER MARDEROSIAN, 2001; STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).
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Passiflora € o Unico género dessa familia registrado para o Estado de Santa Catarina

(SACCO, 1980).

O maracuja chamou a atengdo dos exploradores espanhoéis que estiveram no Peru
no século XVI. A construgdo rara das suas flores fez com que os missionarios espanhois
associassem seu aspecto aos elementos da paixdao de Cristo (crucificagdo de Jesus). A
corna simboliza a coroa de espinhos, os cinco estames as feridas (chagas), os trés
estigmas os pregos da cruz, o ovario o martelo e as cinco pétalas e as cinco sépalas os dez
verdadeiros apostolos. As gavinhas simbolizam as cordas do chicote utilizado no agoite. E
as suas cores, branca e violeta, sdo associadas a pureza e ao céu. A espécie que mais
caracteriza essa lenda ¢ a Passiflora edulis Sims. Desta forma originaram-se os nomes
cientificos e populares do maracuja, sendo as espécies do género amplamente conhecidas
como flor-da-paixdo, no Brasil e flor-de-la-passion e passion flower na Europa e na
América do Norte (PIO CORREA, 1978;: SACCO, 1980; PIERCE, 1999;
BLUMENTHAL; GOLDBERG, BRINCKMANN, 2000; DER MARDEROSIAN, 2001;
STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Na Europa, logo ap6s a colonizacdo das Américas, as
espécies de Passiflora tornaram-se rapidamente conhecidas como remeédio sedativo,

calmante, antiespasmodico e tonico dos nervos.

Passiflora edulis ocorre no Brasil, nos Estados do Amazonas, Pard, Paraiba,
Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, e na América Central, Venezuela, Equador, Paraguai e Argentina
(SACCO, 1980), sendo cultivada em muitas regides tropicais e subtropicais do mundo,
devido aos frutos empregados na industria alimenticia. Esta espécie produz dois tipos de
frutos, amplamente consumidos: o fruto de cor amarela (P. edulis Sims forma flavicarpa
Degener) e o maracujd roxo (P. edulis Sims ou também P. edulis forma edulis)
(SPENCER; SEIGLER, 1983; VALE; LEITE, 1983; CARVALHO-OKANO; VIEIRA,
2001). Essas formas sdo infra-especificas, sendo portanto citadas erroneamente como
variedades ou citadas de maneira incompleta, especialmente quando alguns autores se

referem ao maracuja-roxo como P. edulis ao invés de P. edulis Sims, como corretamente



Revisdo da literatura 10

citados em poucos trabalhos. O maracuja amarelo apresenta uma série de caracteristicas
consideradas superiores a0 maracuja roxo, tais como: maior tamanho do fruto e maior
peso.Também sdo citados maior teor de caroteno, maior acidez total, maior resisténcia as

pragas e maior produtividade por hectare (CARVALHO-OKAMO; VIEIRA, 2001).

As folhas das espécies de Passiflora sao alternas, em regra inteiras ou lobadas, mas
raramente palmatipartidas; as folhas jovens sdo ocasionalmente inteiras ou bilobadas e
ovadas. Os peciolos possuem nectarios localizados na sua face adaxial e raramente
glandulas resiniferas; a presenca ou auséncia destas glandulas, sua forma, posi¢do e
numero constituem importantes caracteres para a diferenciacdo de espécies e grupos de
espécies. As estipulas sdo variaveis quanto a forma, e essas caracteristicas também sao
uteis para a distingdo de espécies de Passiflora. As flores sdo bem caracteristicas:
axilares, isoladas, possuem um receptiaculo definido, na margem do qual se dispoem
cinco sépalas e cinco pétalas. Ao centro existe um androginoforo que suporta o androceu,
com cinco estames € o0 gineceu, com trés a cinco carpelos e apenas um ldculo € muitos
rudimentos seminais. Em relacdo ao fruto, apresenta pericarpo carnoso, indeiscente €
véarias sementes pequenas, o que caracteriza a baga (PIO CORREA, 1978; SACCO,
1980; CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).

Cada espécie do género Passiflora apresenta caracteristicas individuais. A espécie
P. edulis constitui uma trepadeira vigorosa com gavinhas axilares, perene, de folhas
simples, profundamente trilobadas (Figura 1), lustrosas na fase adaxial, com duas
pequenas glandulas nectariferas junto ao limbo, proximas a insercdo do curto peciolo,
com flores tipicas das plantas das plantas deste género (Figura 2) (SACCO, 1980). P.
edulis f. flavicarpa ¢ semelhante a P. edulis Sims, diferindo desse tdxon, de acordo com
Degener (1933), principalmente pela presenca de duas glandulas marginais nas sépalas
mais externas, corona fortemente roxa na base, frutos maiores (6-12 cm de comprimento;

Martin & Nakasone, 1970) e amarelos (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).
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Figura 1: Foto das folhas de P. edulis Figura 2: Foto da flor de P. edulis

f. flavicarpa. f. flavicarpa.
Fonte: LORENZI; MATOS, 2002. Fonte: LORENZI; MATOS, 2002.

3.2 PRODUCAO

O Brasil ¢ um grande produtor e exportador do maracuja, destacando-se o Estado do
Pard com mais de um ter¢o da producdo nacional. Em seguida, vem a regido Nordeste,
onde os Estados da Bahia, Sergipe ¢ Ceard, juntos, alcangam também quase um ter¢o da
producao total seguidas da regido Sudeste, com um quarto da produ¢do, onde o Estado de

Sao Paulo ¢ o lider ( BRASI L, 2004).

Atualmente, varias espécies de maracujd nativas da América do Sul sdo cultivadas
em outros paises com clima tropical, tais como o Havai (EUA), Africa do Sul e Australia,

onde alcangam consideravel importancia economica ( BRASI L, 2004) .

Os frutos do maracuja - amarelo (P. edulis f. flavicarpa) podem ser obtidos quase o
ano inteiro, principalmente no norte e no nordeste do pais, e ¢ a variedade que apresenta
maior produtividade. O maracuja-doce (P. edulis Sims), embora nativo no Brasil, € o

menos conhecido, produzido e consumido pelos brasileiros ( BRASI L, 2004) .
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Os principais produtos obtidos do maracuja sdo os sucos € as polpas que, sdo a
base para a produgdo de varios outros produtos. Eventualmente alguns subprodutos sao
possiveis de serem aproveitados, como a casca, pectina, obtida da casca e dleo, obtido a
partir das sementes. No entanto, esses subprodutos ndo sdo processados em nivel

industrial, sendo ainda restritos ao processamento domiciliar e a experimentos em

laboratorios ( BRASI L, 2004) .

Segundo os dados disponiveis, a producdo nacional de
suco de maracuj & evoluiu, no periodo 1993 - 1996, confornme a
Tabel a 1, que contém tanmbém unma projecdo para 2005. Observa-
se que a parcela destinada ao nercado externo é nuito pouco
representativa (BRASIL, 2004). P. edulisf. flavicarpa representa 95% dos

pomares comerciais do Brasil, sendo cultivada em varios outros paises (SOUZA;

MELETTI, 1997 apud CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001)

Tabela 1: Producao do suco de maracuja interna e externa, 1993 - 1996.

Mercado Interno Exportacio
Ano Producao  Toneladas (%) Toneladas (%)
1993 36.692.8 33.048,3 90,1 3.644,5 9,9
1994 41.501,9 39.375,7 94,9 2.126,2 5,1
1995 67.240,0 66.992,0 99,6 248.0 0,4
1996 72.122,6 66.511,6 92,2 6.109,0 8,5
1997* 79.335,0 73.163,0 92,2 6.172,0 7,8
2005* 95.995,0 88.528,0 92,2 7.467,0 7,8

Fonte: Associacao Nacional das Industrias Processadoras de Frutos Tropicais (ASTN)
Estimativas e proje¢des da Secretaria de Comércio Exterior (SECEX) e empresas do setor
(*) Crescimento estimado entre os periodos pela ASTN: 10%

3.3 USOS POPULARES

Viarias espécies do género Passiflora, silvestres ou cultivadas, sdo tradicionalmente

conhecidas no ambito da medicina popular em quase todos os paises ocidentais. Algumas
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espécies estdo incluidas nas Farmacopéias ou aceitas oficialmente para o uso
medicamentoso, como a P. alata Dryander, no Brasil e P. incarnata L., na América do
Norte e na Europa. Varias outras espécies, tanto silvestres como cultivadas, sdo também

utilizadas pelo povo, com as mesmas indicagoes.

A literatura etnofarmacologica registra o uso das folhas, das diversas espécies de
Passiflora, na forma de cha, como um calmante e suave indutor do sono (PIO CORREA,
1978; SACCO, 1980; LORENZI; MATOS, 2002). O uso das folhas, também ¢ indicado
para combater febres intermitentes, inflamagdes cutaneas, a eripsela, sendo ainda
consideradas diaforéticas e anti-histéricas (PIO CORREA, 1978). As raizes, as folhas e
as sementes sao também consideradas antihelminticas (SACCO, 1980). Atualmente, a
casca do maracuja, normalmente descartada, vem sendo utilizada para o preparo da
farinha da casca do maracuja. O uso da farinha tem sido recomendado para auxiliar
regimes de emagrecimento, devido a alta concentracdo de fibras, o que justificaria uma

diminuicao da velocidade de absorcao de carboidratos e de lipidios (NEUMANN, 2005).

P. edulis ¢ amplamente cultivada em todo o Brasil para fins industriais. A
importancia econdmica do fruto do maracujazeiro esta na produgdo de suco concentrado,
porém outros alimentos sdo elaborados a partir do fruto, tais como: polpa para servir de
matéria-prima para elaboracao de doces e outras formulagdes, néctares, concentrados para
sucos e refrigerantes, xaropes, sorvetes e geléias, dentre outros produtos (OLIVEIRA et

al., 2002).

Para a preparacao do cha ¢ citado na maioria das vezes as folhas, algumas vezes os
ramos floridos, colhidos depois do amadurecimento de alguns dos seus primeiros frutos e

excluem-se as raizes e sementes (COSTA, 1977; LORENZI; MATOS, 2002).

Os medicamentos fitoterapicos a base de maracuja sdo elaborados a partir das
espécies, P. incarnata ¢ P. alata e estdo entre os mais vendidos no Estado de Santa
Catarina, segundo dados das distribuidoras de medicamentos Equipe, Santa Cruz e

Fitofarma (ALEXANDRE, 2004). No entanto, um levantamento realizado por Ortega et
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al. (1989) em nove volumes do Catilago Brasileiro de Produtos Farmacéuticos, apontou
que, dos 147 medicamentos registrados, que contém maracuja em sua formulagdo, 101
medicamentos nio especificam qual a espécie ¢ utilizada, 27 caracterizam a espécie P.
incarnata em sua formulacdo e 19 caracterizam a P. alata. Portanto, segundo os
resultados apontados no estudo, ha a possibilidade da espécie P. edulis, amplamente
cultivada no pais, estar presente nas formulagdes que ndo especificam a espécie de

Passiflora utilizada.

3.4 CONSTITUINTES QUIMICOS

Os estudos mais antigos sobre as espécies do género Passiflora citam o alcaléide,
denominado passiflorina como componente ativo. Pio Corréa (1978) menciona sua
presenca. Posteriormente, o nome passiflorina foi atribuido a uma saponina isolada de P.

edulis ( BOMBARDELLI et al., 1975).

Por uma determinada época as atividades farmacoldgicas do género Passiflora,
foram atribuidas a presenca dos alcaldides do tipo harmano. No entanto, alcaldides desse
tipo possuem acao inibidora da monoamina oxidase (MAOQO), portanto, possuem atividade
do tipo excitante, acdo oposta do que se postula para o maracuja. Vdrios trabalhos,
principalmente de Lutmoski e Malek (1975) e Lutomski, Malek e Rybacka (1975)
descreveram a presenca desses compostos em varias partes da planta. No entanto, estudos
com metodologias mais apuradas, através de CLAE, ndo tem permitido a detec¢cdo desses
alcaloides em espécies de Passiflora (REHWALD; MEIER; STICHER, 1995) ou entio
nas concentracoes descritas em estudos anteriores (GRICE; FERREIRA; GRIFFITHS,
2001).

Posteriormente foi sugerido que a agdo sobre o sistema nervoso central devia-se a
presenca de maltol (y-pirona), que apresenta acdo sedativa em ensaios em animais

(AYOAGQ I et al., 1974). No entanto, também os teores de maltol sdo bastante baixos em
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extratos de Passiflora, sendo inclusive considerado por alguns autores como um artefato

formado durante o processamento (REHWALD; MEIER; STICHER, 1995).

Recentemente, alguns trabalhos tém enriquecido a discussdo sobre a atividade das
espécies de Passiflora. Medina e colaboradores (1989 e 1990) isolaram de P. coerulea a
flavona crisina, a qual mostrou afinidade pelos receptores benzodiazepinicos, tanto
centrais quanto periféricos e também apresentou propriedade anticonvulsivante. Em 1988,
Speroni e Minguetti relataram atividade sedativa para o extrato aquoso de P. incarnata.
Em 1994, Wolfmann et al. sugeriram efeito ansiolitico para a crisina. No entanto, Speroni
e colaboradores (1996) nao detectaram a presenga de crisina em extratos alcodlicos, mas

confirmaram atividade sedativa dos mesmos.

Em trabalho posterior, Soulimani e colaboradores (1997) demonstraram que as
atividades depressoras centrais, ansiolitica e sedativa sdo dependentes do liquido extrator
empregado na preparacao dos extratos. Extratos aquosos das partes aéreas de P. incarnata
apresentaram ac¢ao sedativa enquanto o hidroetandlico atividade ansiolitica. Esses autores
ndo conseguiram demonstrar nenhuma das acOes acima descritas para misturas de
alcaloides B-carbolinicos (harmano, harmina, harmalina, harmol e harmalol) com maltol;
de flavonoides (vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina) com maltol e nem de maltol
1soladamente. As fracOes resultantes das combinagdes de flavonoides e alcaldides
(amostras comercias dessas substancias) foram calculadas em relacao as suas respectivas
concentracdes nas partes aéreas secas da planta. Esses resultados sugerem que esses
compostos ndo sdo os responsaveis pela atividade psicotropica apresentada pelos extratos

aquosos ¢ hidroetanolicos.

Mais recetentemente, Zanoli, Avallone e Baraldi (200), avaliaram o efeito
comportamental da administragdo dos flavondides apigenina e crisina, identificados nas
espécies Matricaria chamomilla e Passiflora incarnata. Ambos flavonoides foram
capazes de reduzir a atividade locomotora de ratos na dose minima (25 mg/Kg). No

entanto, crisina apresentou efeito ansiolitico na dose de 1 mg/ Kg, enquanto apigenina nao
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demonstrou atividade. Segundo os resultados obtidos, o efeito sedativo desses flavonoides
nao esta relacionado com a interagdo com receptores GABA¢érgicos, ja que a atividade
desses compotos ndo foi inibida pelo antagonista benzodiazepinico Flumazenil. Por outro
lado, o efeito ansiolitico da crisina pode estar relacionado com a ativacdo do sistema

GABA,4, j& que a administracdo de Flumazenil bloqueou sua atividade.

Assim, com base nos ensaios em animais, at€¢ o presente momento, ndo ¢ possivel
concluir quais os compostos sdo responsaveis pelas atividades farmacoldgicas atribuidas

as especies de Passiflora.

A presente revisao estd voltada para os principais componentes quimicos descritos
para a espécie P. edulis, independente da atividade bioldgica. Sdo abordados os
flavonoides, triterpenos, saponinas e glicosideos cianogénicos. A presenca de alcaloides
ndo ¢ abordada, tendo em vista tratar-se de assunto controverso, ja que trabalhos mais
recentes, realizados com metodologias analiticas validadas e de maior sensibilidade nao
detectaram essas substancias (REHWALD; MEIER; STICHER, 1995; GRICE;
FERREIRA; GRIFFITHS, 2001).

Outros componentes detectados em tragos, como 6leos essencias, bem como 0s
componentes do aroma dos frutos formados durante o processamento nao siao aqui
abordados. Segundo Meier (1995) ja foram relatados mais de 200 componentes no aroma

dos frutos.

3.4.1 Flavonoides em espécies de Passiflora

Todos os trabalhos relacionados aos flavonoides, foram realizados com folhas ¢
partes aéreas, ndo sendo encontrado referéncia desses componentes nas raizes. Em relagao
aos frutos foram relatados dois trabalhos, um realizado ainda na década de 70, com o
suco, relatando o teor de flavonoides, determinado através de densiometria, apoOs

separagdo de flavonoides em cromatografica em papel, relatando um teor de “1,00 mg %”
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em média, nas duas variedades de P. edulis. Um flavonoide ndo foi identificado, pois nao
correspondeu aos C-glicosideos descritos para outras espécies de Passiflora, como a
vitexina e orientina (LUTOMSKI; MALEK; RYBACKA, 1975). Esse trabalho apresenta
algumas deficiéncias metodologicas, visto que na fase final do processamento a fracao
flavonoidica foi extraida com cloroférmio, solvente que ndo ¢ adequado para alguns
flavonoides de maior polaridade, como os C-glicosideos. O segundo trabalho sobre a
pesquisa de flavonoides nos frutos, determina qualitativamente e quantitativamente,
através de CLAE, a presenca de flavondides C-glicosideos no suco dos frutos de P. edulis
f. flavicarpa e no suco industrializado de maracuja. Foi relatado no suco dos frutos a
presenga de schaftosideo e isoschaftosideo (em mistura), isoorientina, orientina,
isovitexina, luteolina 6-C-fucosideo e Iluteolina 6-C-quinovosideo. No suco
industrializado de maracuja foi relatado a presenca de schaftosideo, isoorientina, orientina
e isovitexina. A C-glicosilflavona isoorientina mostrou-se predominante tanto no suco in

natura, como no suco industrializado (MARECK, GALENSA, HERRMANN, 1990).

Os trabalhos mencionados na tabela 2 indicam a predominancia de C-
glicosilflavonas, derivadas da apigenina e luteolina (Figura 3), destacando-se os trabalhos

para P. incarnata.

OH OH
HO O HO (0]
- ] >
oH 0O OH ©
Apigenina Luteolina

Figura 3: Principais agliconas que dao origem aos C-glicosideos flavonoidicos das
espécies de Passiflora
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Especificamente para P. edulis foi relatada, através de CLAE, a presenga dos
flavonoides C-glicosideos, luteolina-6-C-quinovosideo e luteolina-6-C-fucosideo nas

folhas da forma flavicarpa (MARECK et al.,1991).

Petry (1999), através de andlise por CLAE, relatou a presenca de vitexina,
isovitexina, orientina, isoorientina, com a predominancia de isoorientina, identificada
através de comparagdo do tempo de retencdo com flavondides de referéncia e espectros
UV dos flavonoides, obtidos com detector de varredura de diodo. Desta forma, os
flavonoides foram identificados por apresentaram semelhanga ao tempo de retencao dos
compostos de referéncias, similaridades com os seus espectros ¢ aumento da area do pico,
quando adicionado o respectivo flavonoide de referéncia. Assim, a composi¢ao da fracao
flavonoidica diferencia-se marcadamente dos compostos relatados para P. incarnata,
onde predominam os glicosideos shaftosideo, isoshaftosideo, isovitexina-2”-O-f-
glicopiranosideo e  isoorientina-2”-O-f-glicopiranosideo (REHWALD; MEIER;
STICHER, 1994). J4 para a espécie P. alata, em estudo mais recente foi relatada a
presencga das duas C-glicosilflavonas presentes também na espécie P. edulis, isovitexina
(0,018 mg/ml) e vitexina (apenas em tragos) no extrato fluido das folhas (MULLER et al.,
2005).

Da mesma forma, Petry et al. (2001) caracterizaram a presenga de isovitexina,
vitexina, orientina, isoorientina no extrato hidroetanolico das folhas P. edulis, através de
cromatografia em camada delgada em gel de silica, utilizando como fase movel acetato de
etila: 4cido formico: acido acético: agua (80:1:8:10, v/v/v/v) e Reagente Natural A/PEG
2000, para detec¢dao. A composicao de flavondides do extrato de P. alata mostrou-se mais
simples que o extrato de P. edulis. Duas manchas principais com caracteristicas de
flavonoides foram detectadas no extrato de P. alata, no entanto os valores de Rfs nao
foram semelhantes aos das amostras auténticas. Ao contrario, o extrato de P. edulis
apresentou manchas com comportamentos cromatograficos semelhantes a vitexina,
1sovitexina, orientina e isoorientina, ja descritos em publicacdo anterior por Petry (1999).

Estudo posterior (PARIS et al., 2002), realizado com o extrato aquoso das folhas de P.
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edulis e P. alata, no mesmo sistema cromatografico citado acima, apresentou resultado

semelhante em relacdo a composi¢ao de flavonodides.

Petry et al. (2001) também avaliaram os teores de flavondides, através de anélise
espectroscopica por ultravioleta, do extrato hidroetandlico 40 % (planta: solvente, 1:10,
p/v) das folhas de P. edulis e P. alata. O extrato de P. edulis mostrou o conteudo de
flavonoides maior aproximadamente duas vezes que o extrato de P. alata. A concentragdo
total de flavondides relatada para o extrato de P. edulis foi 4,6 % (p/p) e para P. alata foi
2,9 % (p/p). Desta forma, o conteido de flavondides na espécie P. edulis mostra-se
também maior que o da espécie P. incarnata, que varia de 1,5 - 2 % (SCHILCHER, 1967
apud QUIMIN et al., 1991) ou também 3,5 % (MENGHINI; MANCINI, 1988 apud
REHWALD; MEIER; STICHER, 1994).

?H
3' R4
y 27 g7
P el
AN
7/ \9/ \2/ \6./
QR
R2/ \5/ \4/ gle= Glicose
| | | fuc = Fucose
OH o quin = Quinose
Flavonoide R, R, R;
Orientina OH H glc
Isoorientina OH gle H
Vitexina H H gle
Isovitexina H glc H
Luteolina 6-C-fucosideo OH fuc H
Luteolina 6-C-quinovosideo OH quin H

Figura 4: Flavonoides C-glicosideos descritos para a espécie P. edulis
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Tabela 2: Principais flavonodides descritos para as espécies de Passiflora
Parte
Espécie da Constituintes quimicos Autores
planta
GLOTZBACH;
Vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, RIMPLER, 1968;
saponarina SCHILCHER, 1968;
LOHDEFINK, 1976
P. incarnata Folhas Schaftosideo, isoschaftosideo, isovitexina-2"-O-
glicopiranosideo, isoorientina-2"-O- GEIGER; MARKHAM,
glicopiranosideo e vicenina-2. 1986.
Isoscoparina-2”-0-glicosideo. RAHMAN et al., 1997.
P. serratifolia L. Folhas Vitexina, isovitexina, orientina, 2”-xilosilvitexina e ULUBELEN; MABRY,
2”- xilosilisovitexina. 1980.
P. cyanea Mast.  Folhas 2”-xilosilvitexina ULUBELEN; AYYILDIZ,
1981.
P. oerstedii Mast. Folhas 2”-xilosilvitexina, ULUBELEN; AYYILDIZ,
1981.
P. Folhas Vitexina, orientina, 6- hidroxi-luteolina 6,7 dimetil- ULUBELEN; AYYILDIZ,
menispermifolia éter, luteolina 7-/-D-glicosideo. 1981
HBK.
P. pavonis Mast.  Folhas Isoorientina 4’-4-D-glicosideo, isovitexina, MCCORMICK; MABRY,
isoorientina e luteolina 7-f-D-glicosideo 1981.
P. alata Folhas 27-xilosilvitexina, vitexina, isovitexina e ULUBELEN et al., 1982a.
isoorientina.
P.  foetida var. Crisoeriol, apigenina, vitexina, isovitexina,
hispida (DC ex Folhas 2”-xilosilvitexina, 2”-xilosilisovitexina, luteolina 7-
Triana and B-D-glicosideo, caenferol, luteolina ULUBELEN et al., 1982b
Planch)
P.  foetida var. Isovitexina, vitexina, 2”-xilosilvitexina,
hibiscifolia 2”xilosilisovitexina, apigenina 7-3-D-glicosideo, ULUBELEN et al., 1982b
(Lam.) Folhas  schaftosideo, vicenina, luteolina 7-f-D-glicosideo
- di-C-glicosilflavonas: lucenina-2, carlinosideo,
isoviolantina,schaftosideo, vicenina-1,
P. sexflora (Juss.) Folhas isoschaftosideo. MCCORMICK; MABRY,
- mono-C-glicosilflavonas: orientina, isoorientina, 1982.
isoswertiajaponina, vitexina, swertiajaponina e
1soswertisina.
-luteolina-7-O-glicosideo, luteolina e aurona.
P. coerulea Partes crisina MEDINA et al., 1990.

aéreas
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3.4.2 Triterpenos na espécie P.edulis

Ha poucas citagdes sobre a ocorréncia de triterpenos nas espécies de Passiflora.
Yoshikawa e colaboradores (2000a) relataram a presenca de quatro triterpenos do tipo
cicloartano nas partes areas da espécie P. edulis Sims. Esses triterpenos foram isolados do
extrato aquoso, o que denota a sua elevada polaridade, visto tratar-se de substancias
acidas tri, tetra ou pentahidroxiladas. Os triterpenos foram denominados acidos
ciclopassifloicos A, B, C, D (Figura 5 e 6). Em trabalho posterior, os mesmos autores

identificaram trés novos triterpenos, os acidos ciclopassifldicos E, F e G (Figura 6).

R, OH
. |2
C 22 24 3
21;4//,&0/ o | N
1218(13 ), 31CH20R3 CH,
OH ‘|I1/ \1|3/ ‘|16
=19 H
1 No 14 15
R
HO™ \AL/ ~e
29 bOOH

Acido ciclopassifléico A= R1=R3=H, R2=OH
Acido ciclopassifléico B= R1= R2=R3=H
Acido ciclopassifléico C= R1=0OH, R2= R3=H

Figura 5: Acidos ciclopassifldicos A - C de P. edulis.
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H.C 22 24 CH
18CHj |
P 1/17
OH r \I?s \1|6 CHa
> 19 H
1 N9 ' 14 15
2/ \10/ \8/5
| | | CHs
3 5 7 30
HO” \4/ \6/
29 H
Acido ciclopassifloico D
OH
HsC, |2 22 2'4 %?4
32'1/////£0/ \23/‘ \25< H3
o 18Hs | CHOH &
_ Y PR 27
OH 11 13 I§|\16 R4
M e ]
1 9 14 15
CH
C T T
HO” \4/5\6/
= H
H,C COOH
29 30

Acido ciclopassifléico E = R1=-OH, R2=OH
Acido ciclopassifléico F = R1=B-OH, R2=H
Acido ciclopassifloico G = R1=0-OH, R2=H

Figura 6: Acidos ciclopassifloicos D - G de P. edulis.
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3.4.3 Saponinas em espécies de Passiflora

Em 1975, Bombardelli e colaboradores descreveram a ocorréncia da saponina
passiflorina (Figura 7) identificada como (28-O-/-D-glicosilpiranosilester do 4cido (22R),
(245)-22,31-epoxi-24-metil-1a, 3B, 24, 31-tetrahidroxi-9, 19-ciclo-9B-lanostan-20-6ico)
nas folhas da espécie P. edulis. Trata-se de uma saponina triterpénica do tipo cicloartano.

A mesma saponina foi isolada também por Yohikawa et al. (2000a).

Figura 7: Saponina passiflorina

Yohikawa e colaboradores (2000a) identificaram nas partes aéreas da P. edulis
Sims, a presenca de seis saponinas, denominadas ciclopassiflosideos 1, II, III, IV, V, VI
(Figura 8). Em trabalho posterior, os mesmos autores identificaram outras cinco
ciclopassiflosideos, codificadas VII, VIII, IX, X e XI (Figura 9). Todas saponinas sio
triterpénicas, do tipo cicloartano e monodesmosidicas. (YOHIKAWA et al., 2000b).
Como se observa na metodologia dos trabalhos citados, a passiflorina foi obtida como
componente majoritario entre as saponinas, obtida na quantidade de 4,5 g, a partir de 1,8

Kg de material.
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Ro OH
g, B kb ®
321’0/,%0/ N |\2< 3
H
/12185; /317 3?H20R3 CHj
OH ‘|I1 \1|3 \1|6
> 19 H
1 ‘\9 ‘ 14 15
NN e
| | | CHj
3 5 7 30
HOY \4/ \6/
H,C COOGIc
29 28

Ciclopassiflosideo I = R1=R3=H, R2=OH Ciclopassiflosideo I = R1= R2= R3=H
Ciclopassiflosideo IV = R1=OH, R2=R3=H Ciclopassiflosideo III= R1=R2=H, R3= Glc
Ciclopassiflosideo V = R1=0H, R2=H, R3=Glc

(')H
g g [N
12 %Hs l7 O |
H IS Pl CHs
N
2/1\‘10/9\!/%4 15
SR
HOY \”L/ ~e
29 _'Glc

Ciclopassiflosideo VI

Figura 8: Ciclopassiflosideos I - VI de P. edulis.
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Gle=Glicose

29 COOR

Ciclopassiflosideo VII = R1=Glc, R2=3-OH, R3=0H, R4=H
Ciclopassiflosideo VIII= R1=Glc, R2=3-OH, R3=R4=H,
Ciclopassiflosideo IX = R1=R4=Glc, R2= a-OH, R3=H
Ciclopassiflosideo X = R1=Glc, R2=a-OH, R3=R4=H
Ciclopassiflosideo XI = R1=R4=Glc, R2=a-OH, R3=H

Figura 9: Ciclopassiflosideos VII -XI de P. edulis.

Reginatto e colaboradores (2001) obtiveram a partir das folhas de P. alata quatro
saponinas triterpénicas derivadas do 4acido oleandico, acido-3-O-f-D-glicopiranosil-
oleanodico (1), &cido-3-O-p-D-glicopiranosil-(1—3)- S-D-glicopiranosil-oleandico (2),
acido-3-O-p-D-glicopiranosil-(1—>2)- B-D-glicopiranosil-oleandico (3), acido 3-O-B-D-
glicopiranosil-oleanodlico (4) (Figura 10) e o 9,19-ciclolanosta-24Z-en-3f3,21,26-
trihidroxi-3,26-di-O-gentibiose (quadrangulosideo), j& descrito para a espécie P.
quadrangularis (Figura 11) e um esterdide glicosilado, 3-O-B-D-glicopiranosil-
estigmasterol. Nesse mesmo estudo, foram analisados os extratos hidroetandlicos das
folhas de outras espécies de Passiflora encontradas no Rio Grande do Sul (P. actinia, P.
coerulea, P. edulis f. flavicarpa, P. elegans, P. foetida, P. misera e P. tenuifolia). A
analise cromatografica dessas espécies apresentou acumulacdo de saponinas apenas na

espécie P. alata.
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H4C HiC, .CH
5 22 3 RO
207 X2 >20
b 28 !7 CH, 19 21
1 \!3/ TS CHg | |
12 18 22
1 19\s|a 14 15 oS \171
o \lo/ Nt L 1 H3C l CH, 1|4 1|6 COOH
: 3
l l l 18 " o \! N5
7 7 N | | | CH
RO N 5 3
g RO Ny N
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3 CH,
(1) R = glicose (2) R = glicose (1-3)glicose

(3) R =glicose (1-2)glicose
(4) R = glicose

Figura 10: Esterdide glicosilado e saponinas triterpénicas de P. alata.

HOH,C 22 _
21 2 1y s /O R
12 %8 17 CH2
11/ 13/ \16
s ]
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O/ \4// N
R 29 30 R=gentibiose

Figura 11: Quadrangulosideo.
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Como o extrato aquoso das folhas de P. alata apresentou ter alta quantidade do
quadrangulosideo (Figura 11), em relagdo a outras saponinas polares, os autores
desenvolveram um método por CLAE, simples, preciso e reprodutivel para detectar e
quantificar o quadrangulosideo, nas folhas de P. alata. A quantidade do quadrangulosideo
encontrada foi de 22,2 % (p/p), correspondente a 0,8 % (p/p) das folhas secas, ou seja,
houve a predominancia dessa saponina (REGINATTO et al., 2004).

3.4.4 Glicosideos cianogénicos em espécies de Passiflora

Muitas espécies da familia Passifloraceae sdo cianogénicas. Ao todo, ja foram
relatados dezenas de compostos contendo grupo CN™ em espécies de Passiflora, dados
sumarizados na tabela 4. A presenca de glicosideos cianogénicos na espécie P. edulis foi

relatada pela primeira vez por Rosenthaler (1919).

Os glicosideos cianogénicos descritos na familia Passifloraceae possuem na grande
maioria aglicona do tipo ciclopentanoide, que podem ser classificadas em quatro tipos

estruturais (JAROSZEWSKI et al., 2002):

Tipo I- enantioméros p-D-glicopiranosideos da cianidrina 2-ciclopentenona:
tetrafilina A (1) e deidaclina (2) e seus derivados hidroxilados alilicos, tetrafilina B (3),
volkenina (4), epivolkenina (5) e taraktofilina (6). A principal caracteristica dessa classe ¢
que geralmente esses glicosideos cianogénicos apresentam-se como um par de [(-D-

glicopiranosideos, tendo agliconas enantioméricas, como pode ser observado na figura 12.

(OLASFDOTTIR et al., 1992; JAROSZEWSKI et al., 1996).



Revisdo da literatura 28

OH HO OH HO

-

-
s /, -

-
-

OGlc NC  OGlc

cN' oclc NC OGc CN OGlc NC  OGlc CN
tetrafilina A (S) deidaclina (R) tetrafilina B volkenina epivolkenina taraktofilina
1) (2) (1S, 4S) (3) (1R, 4R)(4) (1S, 4R) (5) (1R, 4S) (6)

Figura 12: Glicosideos cianogénicos tipo I, que se apresentam na familia Passifloraceae
como pares estereoisoméricos 1 € 2,3 e 4, 5 ¢ 6, Glc = f-D-glicopiranosila

Tipo II- A aglicona desses glicosideos cianogénicos contém um agtcar adicional,
um grupo sulfato, ou uma oxigenacao adicional no anel ciclopenteno. Fazem parte dessa
classe, passibiflorina (7), passicapsina (8), passitrifasciatina (9), sulfato 4-O de tetrafilina
B (10), o epdxido suberina A (11) e a ginocardina (12). Nenhum dos compostos 7 - 12 ¢
encontrado junto com algum estereoisdmero, em contraste aos glicosideos cianogénicos
tipo I. Além disso, todos glicosideos cianogénicos tipo II apresentam estereoquimica
idéntica em C-1, como pode ser observado na figura 13 (TOBER; CONN, 1985;
OLAFSDOTTIR et al., 1992).

OR 0S0,0- OH OH

~ ~
~

~
~

OH

- - -
- - -

NC OGlc NC  OGlc NC  OGlc NC  OGlc

(7) R= passibiflorina (1S, 4R) (10) sulfatode  (11) suberina A (1R,  (12) ginocardina

 passicapsi 2R, 3R, 4R
(8) R=passicapsina (1S, 4R) tetrafilina B (1S, 4S) ) (1S, 48, 5R)

(9) R=passitrifasciatina (1S, 4R)

Figura 13: Glicosideos cianogénicos tipo II, encontrados na familia Passifloraceae como
estereoisomeros isolados, Glc = -D-glicopiranosila.
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Tipo III- Glicosideos cianogénicos derivados dos aminoacidos, valina e isoleucina.
Esses cianogénicos nao possuem anel ciclopenteno e seus aminodcidos precursores
apresentam uma conformacao espacial similar a 2-ciclopentenilglicina (JAROSZEWSKI
et al.,, 1988). Fazem parte dessa classe, linamarina (13), lotaustralina (15), os

gentibiosideos, linustatina (14) e neolinustatina (16) e epilotaustralina (17) (Figura 14).

CH; CH3
NG OR NC'  OR
(13) R=Glc: linamarina (15) R=Glc: lotaustralina (R) (17) R=Glc: epilotaustralina (S)

(14) R=GlcGlc: linustatina  (16) R=GlcGlc: neolinustatin (R)

Figura 14: Glicosideos cianogénicos tipo III relatados na familia Passifloraceae,
derivados da valina e isoleucina, Glc = #-D-glicopiranosila, GlcGlc = 6-O--D-
glicopiranosil-£-D-glicopiranosila.

Tipo IV- Fazem parte dessa classe, prunasina e seus derivados e passiedulina
(Figura 15), todos isolados da espécie P. edulis. Esses glicosideos cianogenéticos sao

derivados do aminoacido fenilalanina.

RO
HO O
R2
OH 3
R1 H CN

(18) R=R,=H, R,=OH: prunasina (R)

(19) R=Glc, R;=H, R,=OH: amigdalina (R)
(20) R=0.-L-ramnopiranosil, R;=H, R,=OH (R)
(21) R=R,=H, R|=0OH: passiedulina (R)

Figura 15: Glicosideos cianogénicos tipo IV (derivados da fenilalanina),
encontrados na familia Passifloraceae.
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Os glicosideos cianogénicos encontrados na espécie P. edulis incluem (2R)-
prunasina e amigdalina (Figura 15) e (2S5)-sambunigrina (Figura 16) nos suco e cascas de
frutos frescos (CHASSANGE et al., 1996a). Também foi citada a presenca do glicosiseo
cianogénico mandelonitrilo - rutinosideo ((R)-mandelonitrilo-a-L-ramnopiranosil-/-D-
glicopiranosideo) (Figura 16) no suco dos frutos maduros do maracuja roxo, sem as
sementes (CHASSAGNE; CROUZET,1998) e passiedulina (Figura 15), das folhas de P.
edulis. Este glicosideo cianogénico foi o primeiro a apresentar um acgucar diferente da D-
glicose, ligado diretamente no centro da molécula de cianidrina (CHRISTENSEN;
JAROSZEWSKI, 2001). Em trabalho mais recente, Seigler et al. (2002) relataram a
presenga de dois novos glicosideos cianogénicos, (2R)-f-D-allopiranosiloxi-2-
fenilacetonitrila e (2S)-p-D-allopiranosiloxi-2-fenilacetonitrila (Figura 16), nas partes

aéreas de P. edulis.

Spencer e Seigler (1983) encontram niveis significativos de glicosideos
cianogénicos em todas as partes da espécie P. edulis, exceto nas sementes. Nesse estudo
foram comparados os niveis de glicosideos cianogénicos em todas as partes do maracuja
amarelo e do roxo. Também foi comparado o conteudo de cianeto entre a parte comestivel
do fruto (arilo) e a parte ndo comestivel (pericarpo), em varios estagios de
desenvolvimento do maracuja amarelo (imaturo, intermediario e maduro). Como pode ser
observado na tabela 3 os maiores niveis de glicosideos cianogénicos foram encontrados
nos frutos imaturos do maracuja amarelo e ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os niveis de HCN entre as partes comestiveis e ndo-comestiveis dos
frutos do maracuja amarelo. Desta forma os autores concluem que todas as partes do fruto
do maracuja sdo téxicas quando ainda imaturo, com exce¢ao das sementes, € também que
o fruto maduro contém significantes quantidades de glicosideos cianogénicos, que
diminuem com a maturacdo. Em geral, plantas que contém 20 mg de HCN/100g de
material vegetal fresco sdo consideradas toxicas e a dose letal em humanos corresponde a

70 mg de HCN. Na tabela 3 observa-se que o conteudo de cianeto nos frutos de P. edulis
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variou de 6,5 a 59, 4 mg de HCN/100 g de material vegetal fresco, ou seja, variou de

niveis subtoxicos a niveis trés vezes maiores que o valor considerado toxico.

Tabela 3: Comparagao da concetragcdo de HCN em diferentes partes e fases de maturagao
do fruto do maracujé roxo e amarelo.

Variedade Fase de mg de HCN/100 g
de Parte da planta maturacao de material vegetal
maracuja fresco (p/v)

Roxo Folhas - 11,6
(coletado na Imaturo 13,3
California) Frutos Intermediario 10,5
Maduro’ 10,0
Imaturo 59,4
Amarelo Frutos Intermediario 15,4
(coletado na Floérida) Maduro 14,6
Maduro’’ 6,5
Fruto Intermediario 11,9
Arila Imaturo 59.4
Amarelo Pericarpo 58,3
(coletado na Florida) Arilo Intermediario 17,8
Pericarpo 22,3
Arilo (incluindo suco) Maduro 16,9
Pericarpo 11,5

‘Fruto colhido do maracujazeiro ¢ ” Fruto colhido no chéo.

Fonte: Spencer; Seigler (1983)
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Figura 16: Glicosideos cianogénicos descritos para a espécie P. edulis.
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Tabela 4: Principais glicosideos cianogénicos descritos para as espécies de Passiflora

Parte da
Espécie planta Constituintes quimicos Autores
P. capsularis Folhas Passicapsina, linamarina FISCHER; FUNG;
LANKHORST, 1982.
FISCHER; FUNG;
P. warmingiii Folhas Linamarina LANKHORST, 1982;
SPENCER; SEIGLER, 1986.
P. caerulea Folhas Sulfato de tetrafilina B e sulfato de = SEIGLER et al., 1982.
frescas epitetrafilina B
P. alato-caerulea Folhas Sulfato de tetrafilina B e sulfato de = SEIGLER et al., 1982.
epitetrafilina B
P Folhas Ginocardina SPENCER; SEIGLER, 1984.
. Incarnata
frescas
P i . - Passitrifasciatina SPENCER; SEIGLER, 1985a.
. trifasciata
P. bifora e Passibiflorina e epipassibiflorina SPENCER; SEIGLER, 1985a.
P. talamancensis -
P. coccinea - Passicoccina SPENCER; SEIGLER, 1985b.
P. lutea Linamarina, lotaustralina e SPENCER; SEIGLER, 1985c.
- passibiflorina
P. pendes - Linamarina, lotaustralina, linustralina ¢ SPENCER; SEIGLER, 1986.
neolinustralina
P. adenopoda - Linamarina e lotaustralina SPENCER; SEIGLER, 1986.
Tetrafilina B, epitetrafilina B,
P. coriacea - passicoriacina e epipassicoriacina  SPENCER; SEIGLER, 1987a.
P. suberosa - Passisuberosina, epipassisuberosina, SPENCER; SEIGLER, 1987b.
passicoriacina e epipassicoriacina
P. guatemalensis Partes Passiguatemalina, diidroginocardina,
aéreas passibiflorina JAROSZEWSKI et al., 2002.
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3.5 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DESCRITAS PARA A ESPECIE
P. edulis

Viérios ensaios pré-clinicos, mas poucos ensaios clinicos foram desenvolvidos para
avaliar as atividades farmacoldgicas propostas para espécies de Passiflora. Abaixo estao
descritos os ensaios ndo clinicos realizados com os objetivos de detectar as atividades

farmacologicas da espécie P. edulis.

3.5.1 Atividade ansiolitica e sedativa

Vale e Leite (1983) investigaram a atividade sedativa e ansiolitica em amostras de
P. edulis f. flavicarpa, provenientes de duas diferentes regides do pais (Rio Grande do
Norte e Sdo Paulo). A administracdo via i.p. do extrato aquoso de P. edulis, em
camundongos, nas doses de 20 e 40 mg/Kg, reduziu a movimentacdo espontanea dos
animais, indicando uma possivel acdo depressora do sistema nervoso central, hipotese
esta reforcada pelos resultados obtidos com a potencializagdo do sono induzido por

pentobarbital.

Maluf et al. (1991) avaliaram o efeito hipnotico e sedativo do extrato aquoso das
folhas de P. edulis (sem especificagdo da variedade) intraperitonealmente, na dose de 30
mg/Kg em camundongos. Os autores concluiram que o extrato apresentou efeito
depressor central, pois diminuiu a atividade motora e potencializou o tempo de sono
induzido por pentobarbital em camundongos. Os resultados confirmam os estudos de

Vale e Leite (1983).

Dhawan, Kurma e Sharma (2001) relataram uma comparagdo da atividade
ansiolitica de diferentes extratos (éter de petroleo, cloroférmico, metanolico e aquoso)
obtidos das partes aéreas de P. incarnata e P. edulis, administrado por via oral, em
camundongos, através do teste em labirinto em cruz elevado. Os extratos éter de petréleo,

cloroformico e aquoso de ambas espécies, embora tenham apresentado efeitos
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significantes em algumas doses, ndo foram significantes quando comparados com
diazepam. O extrato metandlico da P. incarnata e da P. edulis apresentaram diferente
perfil de atividade ansiolitica. A dose de 125 mg/Kg do extrato metandlico de P.
incarnata mostrou um resultado equivalente aquele obtido com 2 mg/Kg de diazepam,
mas a dose de 300 mg/ kg ndo provocou tal efeito, sugerindo que o efeito ansiolitico na
dose de 125 mg/Kg foi ocultado pelo efeito sedativo provocado pelas altas doses. Por
outro lado, o extrato metanolico de P. edulis ndo exibiu atividade ansiolitica significante.
Os autores concluem que esses resultados sdo importantes para demostrar que essas duas
espécies de maracuja, no modelo experimental testado, apresentaram atividades
farmacoldgicas diferentes e que P. incarnata ¢ a espécie de maior interesse

farmacologico, por ter apresentado melhores resultados.

Petry e colaboradores (2001) avaliaram as atividades ansiolitica e sedativa dos
extratos hidroetanolicos (40 %) da P. edulis e P. alata, em camundongos, via
intraperitoneal, utilizando o teste em labirinto em cruz elevado. Os resultados mostraram
que os animais tratados com 100 e 150 mg/Kg do extrato de P. alata, e 50, 100 e 150
mg/Kg do extrato da P. edulis apresentaram um aumento do tempo de permanéncia nos
bragos abertos desse sistema, indicando que esses extratos apresentaram efeito ansiolitico,
em relagdo a dose de 1 mg/Kg de diazepam. Todavia, o efeito ansiolitico da P. edulis foi
obtido com uma dose equivalente a metade da dose de P. alata e, como os resultados em
relagdo ao doseamento de flavonodides, demostraram aproximadamente o dobro de
flavondides nesse extrato que de P. alata, os autores sugeriram que as agdes poderiam

estar relacionadas com o contetido de flavonodides desses extratos de maracuja.

Um estudo similar foi realizado com os extratos aquosos dessas espécies (PARIS et
al. 2002). Os resultados mostraram que os animais tratados i.p. com 100 e 150 mg/Kg do
extrato de P. alata, e 50, 100 e 150 mg/Kg do extrato da P. edulis apresentaram um
aumento do tempo de permanéncia nos bragos abertos desse sistema, indicando que essas
duas espécies apresentaram efeito ansiolitico, em relagdo a dose de 1 mg/Kg de diazepam.

Também, animais tratados com 150 mg/Kg do extrato da P. alata e 50, 100 e 150 mg/Kg
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do extrato da P. edulis apresentaram um aumento do nimero de entradas nos bragos
abertos desse sistema. A andlise quantitativa através de CLAE demonstrou que o extrato
aquoso das folhas de P. edulis apresenta o dobro do contetido de flavonoéides de P. alata e
além disso, a composicao de flavonodides do extrato de P. alata mostrou-se mais simples
que o extrato de P. edulis, através da andlise por cromatografia em camada delgada.
Apesar dessas diferengas de composicao em termos de flavondides e saponinas os dois
extratos (hidroetandlico e aquoso) apresentaram atividade ansiolitica, sendo que essa foi

observada em menor dose por P. edulis.

3.5.2 Atividade analgésica

A atividade analgésica do extrato aquoso de P. edulis f. flavicarpa, amostras
provenientes do RN e SP), foi avaliada em camungongos, por via intraperitoneal, com as
doses de 20 e 40 mg/kg, na qual mediu-se o tempo de reacdo dos animais ao estimulo
térmico pelo método da placa quente. Na dose de 40 mg/kg, observou-se um pequeno
aumento, estatisticamente significante, do tempo de reagdo ao estimulo (VALE; LEITE,

1983).

3.5.3 Atividade anticonvulsivante

A avaliacdo da atividade anticonvulsivante do extrato aquoso da espécie P. edulis
f. flavicarpa, em camundongos, por via intraperitoneal, tratados com 20 e 40 mg/kg
mostrou que o extrato ndo apresenta acdao anticonvulsivante, pois nao impediu a
ocorréncia das convulsdes clonicas e tonicas nos animais, quando estas foram induzidas

por pentilenotretazol e por choque elétrico transcorneal (VALE; LEITE, 1983).
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Maluf e colaborades (1991) avaliaram a atividade anticonvulsivante através de
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol. Os camundongos foram tratados com 30
mg/Kg do extrato aquoso de P. edulis, via intraperitoneal e por gavage. O extrato de P.

edulis ndo protegeu os animais contra convulsdes induzidas por pentilenotetrazol.

3.5.4 Atividade antioxidante

Em relacdo a atividade antioxidante foi encontrado apenas um relato na literatura na
forma de resumo.

Rudnicki e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antioxidante do extrato
hidroetanolico das folhas de P. edulis e P. alata através da Capacidade Antioxidante Total
(TRAP). Além disso, fatias do figado foram expostas a 0,1 mM de sulfato de ferro e
incubadas com ou sem extratos (1,25 pg/ml) por 90 min para avaliar a capacidade
antioxidante ex vivo. A peroxidacdo lipidica e o dano oxidativo as proteinas foram
estimados pelo avaliagdo das substancias que reagem com o acido tiobarbitarico (TBARS)
e carbonila e também foi quantificada a lactato desidrogenase (LDH) liberada que causou
dano a célula. O extrato de P. alata apresentou maior capacidade antioxidante quando
comparado ao extrato de P. edulis pelo método TRAP. Pelo ensaio ex vivo, ambos

extratos diminuiram a quantidade de LDH e a formacao de carbonila.

3.6 AVALIACOES TOXICOLOGICAS

Vale e Leite (1983) avaliaram os efeitos psicofarmacologicos através de um estudo
preliminar da toxicidade da P. edulis f. flavicarpa, em camundongos. Os animais foram
tratados com 85, 171, 342, 685, 1.370 e 2.740 mg/kg do extrato aquoso dialisado, por via
intraperitoneal, em grupos de 10 camundongos para cada dose. A maioria dos animais

apresentou contragdes abdominais e distensdo das patas posteriores, indicando uma
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possivel irritagdo da cavidade peritoneal nas trés doses mais elevadas. Na dose mais alta,
ocorreu taquicardia pronunciada, ataxia e dispnéia grave, seguida da morte de todos os
animais. Além disso, as doses de 685 e 1.370 mg/kg também causaram Obito e a dose letal

foi calculada em 1.000 mg/kg.

Maluf e colaboradores (1991) avaliaram a toxicidade do extrato aquoso das folhas
de P. edulis (sem especificagdo da variedade) em ratos e em humanos. Os animais foram
tratados com extratos de Passiflora 1% (ndo ha especificacio da dose administrada),
preparados com amostras provenientes de dois Estados (Rio Grande do Norte e Sao
Paulo), e o grupo controle com 4gua, durante o periodo de 4, 60 ou 90 dias. Os animais
apresentaram uma indicacdo de disfuncdo hepatica, pela presenca de
gamaglutamiltransferase (GGT) no sangue. Os voluntarios foram instruidos a administrar
quatro capsulas do extrato liofilizado de Passiflora 10% (amostra proveniente do Rio
Grande do Norte e ndo ha especificacdo da dose administrada), ou quatro cépsulas de
placebo (agucar mascavo) as nove horas da noite e as oito horas da manha. Alguns
voluntarios apresentaram aumento da amilase sérica um dia apds a administracdo do
extrato, indicando toxicidade ao tecido pancredtico. Além disso, outros voluntarios
apresentaram sinais de toxicidade com modificacdes nos niveis séricos de bilirrubina

direta, o que sugere disfuncao hepatobiliar.

Mais recentemente, avaliou-se a toxicidade reprodutiva dos extratos aquosos brutos
liofilizados das folhas de P. edulis e P. alata, administradas por via oral, em ratas
gestantes. Durante toda o perido da gestacao, as ratas receberam 800 mg/kg/dia do extrato
aquoso de P. edulis ou P. alata. Foram avaliadas as seguintes varidveis durante toda a
gestacdo: consumo de agua, alimento, massa corporal, contagem dos corpos luteos e dos
sitios de implantacdo uterina. Além disso, foram avaliadas as caracteristicas da prole
através das seguintes variaveis: massa corporal, desenvolvimento fisico geral, sexual e
comportamental. Apds 50 dias de acompanhamento, dois machos e duas fémeas de cada
ninhada foram sacrificados para avaliagdo da massa relativa dos 6rgdos sexuais, rins €

figado. Os resultados mostraram que o desenvolvimento durante a gestagdo manteve-se
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normal nas ratas tratadas com os extratos testados. Também nao houve alteracdo no
desenvolvimento fisico geral, sexual e comportamental das ninhadas, indicando auséncia
de toxicidade para ratas tratadas, conforme o protocolo acima, durante os 21 dias de

gestacao (AMARAL; SCHENKEL; LANGELOH, 2001).

3.7 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DE ESPECIES DO GENERO

Passiflora

Na revisdo da literatura foi verificado apenas um trabalho, de Borreli et al. (1996),
que relataram a atividade antiinflamatoria do extrato hidroetanoélico liofilizado” (40 % de
etanol) de P. incarnata em ratos, via oral, através da indu¢do da inflamacao por trés
modelos: edema de pata por carragenina, pleurisia causada pelo agente flogistico dextrano
e formulagdo de granuloma. Os resultados sugerem que o extrato de P. incarnata exibe
atividade antiinflamatoria nas doses de 125, 250 e 500 mg/Kg. Nesse trabalho foi

utilizado o acido acetil salicilico como controle positivo.

Neste Programa de Pos-Graduagdo estdo sendo realizados estudos para
determinacdo da atividade antiinflamatoria do extrato aquoso das partes aéreas de P.
edulis e P.alata, obtidos por spray drying, através da administragdo intraperitoneal em
camundongos. A inflamacdo ¢ induzida através da administra¢do intrapleural do agente
flogistico carragenina. Resultados prévios indicam que o extrato aquoso das partes aéreas
de P. edulis apresentam um importante papel na modulagdo da resposta inflamatoria no

modelo de pleurisia induzida por carragenina, em camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes e reagentes empregados neste trabalho para andlise fitoquimica foram
de procedéncias variadas: Nuclear®, Merck® e Reagen®. A dgua utilizada nos
experimentos foi destilada no laboratério. O etanol empregado nas maceragdes foi o

comercial.

As cromatografias em coluna foram realizadas em gel de silica 60 de procedéncia
Merck, com tamanhos de particulas 0,05-0,2 mm e gel de permeacao molecular Sephadex
LH-20, de procedéncia Pharmacia® R. As cromatografias em camada delgada foram

realizadas em cromatofolhas de aluminio F,s4 de procedéncia Merck®.

A detecgdo dos compostos foi realizada mediante observacdo sob lampada de luz
ultravioleta com comprimentos de onda de 254 e 365 nm e visualizacdo apds reagdo com
agente cromogénico anisaldeido-sulfurico e com Reagente Natural A (1%). Os extratos e
as fracOes obtidas das colunas cromatograficas foram concentrados em evaporador

rotatdrio sob pressdo reduzida em temperatura inferior a 60 °C.

Para a elucidagdo estrutural das substancias isoladas, foram empregados métodos
, . A . Fet . Al 1
espectroscopicos, como: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H) e

A . » 1
ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN de °C).
Os equipamentos utilizados para a analise espectrocdpica foram:

e Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, obtidos em equipamento Bruker
Avance 400 MHZ e Bruker AM 500 MHZ, através da colaboragdao do Prof. Dr. Jorge
Palermo, do Departamento de Quimica Organica da Faculdade de Ciéncias Exatas e

Naturais da Universidade de Buenos Aires, Argentina.
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4.2 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas e os frutos de P. edulis foram coletadas em regido de cultivo no
municipio de Antonio Carlos, no estado de Santa Catarina, no més de junho de 2003. As
raizes foram coletadas no mesmo local, no més de outubro de 2003. O material vegetal foi
identificado pelo botanico Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg e o material
testemunho esta depositado no herbario ICN do Departamento de Botanica da

Universidade Federal de Santa Catarina, catalogado sob o niimero 33886.

Os materias vegetais, com exce¢ao dos frutos (utilizados a fresco), foram secos sob
temperatura ambiente, ao abrigo da luz e calor, durante aproximadamente duas semanas
Com esses materiais foram realizadas as preparacdes dos extratos para a investigacao

fitoquimica e determinacao da atividade antiinflamatoria e antiviral.

Figura 17: Foto de cultivo de P. edulis. Municipio: Antonio
Carlos/SC. Sistema de condugao: latada.



Materias e métodos 43

4.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

4.3.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS

As folhas foram separadas dos talos e a extragdo foi realizada com cerca de 1200 g
de folhas moidas. O extrato foi obtido por maceracdo em etanol comercial, durante o
periodo de 7 dias, na propor¢des 14 g (droga vegetal)/ 100 ml (liquido extrator). O
extrato etanolico foi filtrado e concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida
a temperatura inferior a 50 °C e o rendimento do extrato foi avaliado com base na

quantidade de folhas moidas maceradas.

4.3.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DOS FRUTOS

Na figura 18 pode-se observar a estrutura do fruto de P. edulis. A casca ¢ formada
pelo pericarpo, o qual ¢ constituido por uma regido externa denominada epicarpo, por
uma regido parenquimatica média, 0 mesocarpo, € por uma regido paranquimatica interna

denominada endocarpo (NACIF, 1991 apud SALOMAO;VIEIRA; MOTA, 2001).

Pericarpo
Mesocarpo

Epicarpo (casca)

Endocarpo

Figura 18: Estrutura do fruto de P. edulis.
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A partir dos frutos, foram preparados dois tipos de extratos:

a) Extrato etanolico dos frutos maduros, sem a polpa e as sementes (Extrato do pericarpo

dos frutos maduros), obtido por maceracao, durante 7 dias;

b) Extrato aquoso, obtido em liquificador com os frutos maduros, com a polpa ¢ as

sementes;

Adicionalmente foram processados extratos a partir das partes dos frutos,
(conforme figura 18). O mesocarpo foi separado da epicarpo (casca) e a partir desses
materiais foram preparados extratos com o mesocarpo € a casca de frutos verdes e com o

mesocarpo ¢ a casca de frutos maduros.

A fim de evitar repeticdes, os extratos processados a partir do mesocarpo e da

casca dos frutos, serdao descritos como:

e Extrato etanolico do mesocarpo dos frutos verdes: EMFV

e Extrato etanolico do mesocarpo dos frutos maduros: EMFM
e Extrato etanolico da casca dos frutos verdes: ECFV

e Extrato etandlico da casca dos frutos maduros: ECFM

ApoOs a separagdo, determinou-se o peso da matéria fresca do mesocarpo e da
casca. Para preparacdo dos extratos foram utilizadas cerca de 150 g de cada material, em
etanol comercial, por maceracdo durante 7 dias. Todos os extratos etanolicos foram
filtrados e concentrados em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida a temperatura

inferior a 50 °C.

Também foi analisado o suco concentrado de maracuja, da marca Maguary”™ (500

ml).



Materias e métodos 45

4.3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS RAIZES

A extracdo foi realizada com cerca de 1 Kg de raizes moidas de P. edulis, por
maceragdo em etanol comercial, durante o periodo de 7 dias, na propor¢ao 12 g (droga
vegetal)/ 100 ml (liquido extrator). O macerado foi filtrado e concentrado em evaporador
rotatorio sob pressao reduzida a temperatura inferior a 50 °C. O rendimento do extrato foi

avaliado com base na quantidade de raizes moidas maceradas.

4.3.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS PARA AVALIACAO DAS
ATIVIDADES ANTIINFLAMATORIA E ANTIVIRAL

Para determinacdo das atividades biologicas foram preparados extratos aquosos e
hidroetanodlicos com diferentes partes da planta: folhas, raizes e pericarpo dos frutos

maduros.

Os extratos aquosos foram preparados por infusdo, na proporcao 1g (droga vegetal)/
10 ml (liquido extrator), sendo que os materiais vegetais foram deixados em contato com
agua quente durante 10 minutos, filtrados e liofilizados. Os extratos hidroetanolicos foram
preparados por maceracdo em etanol comercial durante 7 dias, na propor¢ao 40 : 60
(agua/ alcool). Os extratos hidroetanolicos foram filtrados, concentrados em evaporador

rotatorio sob pressao reduzida, a temperatura inferior a 50 °C e liofilizados.

Para avaliagdo da atividade antiinflamatéria foram utilizados apenas os extratos
aquosos liofilizados das folhas, raizes e pericarpo dos frutos maduros e para avaliacao da

atividade antiviral foram utilizados todos os extratos aquosos ¢ hidroetanolicos.
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4.4 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

4.4.1 Fracionamento do extrato etanolico das folhas

O extrato etandlico das folhas de P. edulis foi extraido com solventes de polaridade

crescente, éter de petroleo (8 x 50 ml), diclorometano (6 x 50 ml), acetato de etila (6 x 50

ml), n-butanol (6 x 50 ml), conforme mostra a figura 19, com auxilio do evaporador

rotatorio para haver uma melhor extragdo. O residuo restante foi ressuspenso em metanol.

Extrato etanolico

concentrado das folhas

<: Extracdo com éter
de petrdleo

!

Fragdo éter de
petréleo

Extracdo Residuo
com AcOEt :>

: Extracao
Residuo <:| com CH,Cl,

|

|

Fracao
CH,Cl,

i Extracao

Residuo <: com n-BuOH

!

Residuo

Ressuspenso
em MeOH

Figura 19: Esquema representativo do fracionamento do extrato etandlico das folhas

de P. edulis.
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4.4.2 Fracionamento dos extratos dos frutos

O extrato etanolico do pericarpo dos frutos maduros, de P. edulis foi particionado
com solventes de polaridade crescente, éter de petroleo (3 x 100 ml), diclorometano (3 x
100 ml), acetato de etila (3 x 100 ml) e n-butanol (3 x 100 ml) conforme mostra a figura
20 para posterior analise cromatografica. O extrato aquoso dos frutos maduros, com polpa
e sementes, foi extraido apenas com acetato de etila (3 x 300ml). O suco concentrado de
maracuja da marca Maguary® foi particionado com acetato de etila (3 x 300 ml) e n-

butanol (3 x 300 ml) (conforme figura 21).

Extrato etandlico concentrado do
pericarpo dos frutos

Ressuspensdo |:" >
em H,O l

Extrato aquoso ’Extrag:ao c9m
éter de petroleo
|

! '

Fragdo éter Fracdo Extracao
de petréleo aquosa <: com CH,Cl,
|
Fracgao Fracgao
aquosa CH,Cl,
Extracao |
com n-BuOH i
Fracao
aquosa
l I
N I MIIH
Fracao \‘ ) 1
I
aquosa M

Figura 20: Esquema representativo do fracionamento do extrato etanolico
do pericarpo dos frutos maduros de P. edulis.
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500 ml do suco
concentrado
Maguary®

Extra¢do com
<: éter de petroleo
Fracao éter Suco Extracao
de petrdleo concentrado <: com AcOEt
Extracao Suco

com n- |::> concentrado
BuOH

|
|
|
|
|
|
Residuo do suco *
concentrado

Figura 21: Esquema representativo do fracionamento do suco concentrado
de maracuja da marca Maguary®.

4.4.3 Fracionamento do extrato etanolico das raizes

O extrato etanolico das raizes de P. edulis foi ressuspenso em dgua:metanol (90:20
v/v), pois o extrato ndo solubilizou totalmente em &gua. Foi particionado com

diclorometano (4 x 100 ml) e com n-butanol (4 x 100 ml), conforme mostra a figura 22.
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Extrato etandlico
concentrado das raizes

<: Ressuspensado
em H,O: MeOH

Extrato aquoso
das raizes

<: Extracao
com CH,Cl,

Fracgao Cj Extracao
aquosa com n-BuOH

|

Fracao
aquosa

Figura 22: Esquema representativo do fracionamento do extrato etandlico das raizes
de P. edulis.

4.5 ANALISE CROMATOGRAFICA DAS FRACOES

4.5.1 Analise cromatografica das fra¢des das folhas

As fragdes éter de petroleo, diclorometano, acetato de etila, butandlica e
metanolica das folhas P. edulis, foram analisadas através de cromatografia em camada
delgada, utilizando como fase movel acetato de etila:acido formico:agua (80:10:10, v/v/v)

e a revelacao foi realizada com reagente natural A e anisaldeido sulfurico.
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4.5.2 Analise cromatografica dos frutos

As fragdes diclorometano, acetato de etila e n-butandlica provenientes do extrato
etanolico dos frutos maduros, sem polpa e sementes; a fragdo acetato de etila proveniente
do extrato aquoso dos frutos maduros, com polpa e sementes; as fracdes acetato de etila e
n-butanolica do suco Maguary® e os extratos EPFV ¢ EPFM, ECFV ¢ ECFM (conforme
descritos no item 4.3.2) foram analisadas cromatograficamente em cromatografia em
camada delgada, utilizando acetato de etila:acido formico:agua (80:10:10, v/v/v), como

fase movel e reagente natural A e anisaldeido sulfurico como reveladores.

As fragOes provenientes dos frutos foram analisadas apenas qualitativamente e
comparadas cromatograficamente com as fragdes das demais partes da planta: folhas e
raizes, sem interesse em isolamento e purificacdo de substincias. Desta forma, para

alguns extratos nao foram calculados os respectivos rendimentos.

4.5.3 Analise cromatografica das fracées das raizes

As fragdes diclorometano, butanodlica e aquosa das raizes de P. edulis, foram
analisadas através de cromatografia em camada delgada, utilizando como fase movel
acetato de etila:acido formico:agua (80:10:10, v/v/v) e reagente natural A, como
revelador; cloroférmio:etanol:dcido acético (80:40:5, v/v,v) e diclorometano:metanol

(95:5, v/v) e anilsaldeido sulfiirico como revelador.

A fragdo diclorometano e a fracao butanolica foram escolhidas como interesse para

investigacdo fitoquimica.
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4.6 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO

4.6.1 Identificacio e isolamento de C-glicosilflavonoides do extrato metandlico

das folhas

Parte do extrato metandlico das folhas de P. edulis (20g) foi primeiramente
fracionado (conforme o esquema mostrado na figura 23) em coluna cromatografica a
vacuo, em gel de silica com éter de petroleo:acetato de etila, em gradiente de
concentragdo de 90:10 , v/v até acetato de etila puro e acetato de etila:metanol de 90:10,
v/v até metanol puro. No final obteve-se 21 fragdes que foram reunidas em fun¢do de sua
semelhanca cromatografica, resultando em 5 frag¢des, codificadas como FR1 a FRS5, em

ordem crescente de polaridade.

As fracoes 1 (FR1) e 2 (FR2) apresentaram grande quantidade de clorofila e nao
foram utilizadas para a analise fitoquimica. Nas fragoes 3 (FR3), 4 (FR4) ¢ 5 (FR5) ndo se
constatava, através de analise cromatografica, a presenga de clorofila. A FR3 foi
amarzenada para posterior estudo fitoquimico. A FR4 e a FRS apresentaram basicamente
as mesmas substancias, as quais foram submetidas a fracionamento e analisadas através
de comparagdo cromatografica em cromatografia de camada delgada, com amostras

auténticas de flavondides C-glicosideos.

A FR4, conforme pode ser observado no esquema mostrado na figura 23, foi
submetida a sucessivos procedimentos cromatograficos em coluna em gel de silica,
utilizando acetato de etila:acido formico:agua (80:10:10, v/v/v) e acetato de etila :
metanol:isopropanol:agua:acido acético (80:10:20:20:2, v/v/v/v/v) como eluentes. Apenas
um flavonoide C-glicosideo, designado SFI foi isolado nesse processamento. A substancia
SFI foi analisada através de comparagdo cromatografica com amostra auténtica, além da

analise através de espectros de RMN 'H ¢ ’C. Da FR4 também foram obtidas duas sub-
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fracdes, na qual foram identificados os flavonoides C-glicosideos predominantes em cada

fracdo, por comparagao cromatografica com amostras auténticas.

Coluna

20 g do extrato
metanodlico das
folhas

(gradiente de concentragdo)

EP; EP:AcOET;

AcOET:MeOH; MeOH

(| Columa
a vacuo

Fracao 1
87,3 mg

Fracao 2
745,1 mg

Fracao 3
12,6 g

) -

4 Colunas
. Eluentes: AcOEt: CH,0,:H,0 (80:10:10, v/v/v)
AcOEt:MeOH:IPOH H,0O: CH;COOH
(80:10:20:20:2, v/v/v/vIv)

] [

Figura 23: Esquema representativo do isolamento dos C-glicosilflavonoides

das folhas de P.edulis.

4.6.2 Isolamento da substincia SRI e SRII a partir da fracdo diclorometano das

raizes

Foram pesados 2 g da fracao diclorometano, na qual foi submetida a fracionamento

(conforme mostra o esquema da figura 24) em cromatografica em coluna em gel de silica.

A coluna foi eluida primeiramente apenas com diclorometano e em seguida houve o

aumento da polaridade, utilizando diclorometano:metanol (95:5, v/v), como eluente. A

partir dessa fragdo foi isolado um triterpeno codificado como SRI. O precipitado (22 mg)
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formado na fracdo 30-47 foi separado por centrifugagdo. A analsie por CCD apresentou
uma substancia predominante, que foi isolada através de coluna cromatografica em gel de
silica. A coluna foi eluida com éter de petroleo:acetato de etila (90:10, v/v), resultando
uma substancia, designada SRII. Posteriormente a fracdo 30-47 (585,4 mg), enriquecida
da substancia codificada como SRII, foi fracionada em cromatografia em coluna em gel
de silica, utilizando éter de petroleo:acetato de etila (90:10, v/v) como eluente, resultando

em uma substincia pura e idéntica a substincia SRII, ja isolada.

4.6.3 Isolamento da substincia SRIII a partir da fracdo diclorometano das

raizes

A partir de 1,5 g da fracdo diclorometano foi realizado cromatografia em coluna
em gel de silica utilizando como eluente ciclohexano:acetato de etila (90:10, v/v). Foram
isoladas duas substancias, codificadas como SRIII e uma substancia com comportamento

cromatografico semelhante a substancia SRII, ja isolada (Figura 25).
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Fracao CH,Cl, das raizes
2¢g

1) MeOH <~ Colunal  Colunas

2°) CH,Cl,: MeOH (95:5)

EP: AcOEt (90:10)

Fragado 21-27 Fragao 30-47
102 mg 585,4 mg

Coluna 2 |::> CH,Cly: MeOH (97:3,v/v) Separagio por centrifugagio
Fracdo 25-35 Precipitado
27 mg 22 mg

Coluna 3 |::> CHCly: AcOEt (90:10, v/v)  CH,Cl, <:| Coluna 4

Fragado
96-106

Figura 24: Esquema de isolamento das substancias SRI e SRII.

Fracao CH,Cl, das raizes
15¢g

luna 1
Ciclohexano: AcOEt (90:10, v/v) <::| Colu

Figura 25: Esquema de isolamento da substancia SRIII
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4.6.4 Isolamento da substincia SRIV, SRV, SRVI a partir da fracao butandlica

das raizes

A partir de 3 g da fracdo butanolica foi realizado cromatografia em coluna em gel
de silica. A coluna foi eluida com cloroférmio:etanol:acido acético (80:60:4,v/v/v). Das
fragdes resultantes dessa coluna, apenas duas (FR 17-21 e FR 28-39) foram submetidas a

fracionamentos.

A FR 17-21 (197 mg) foi submetida a fracionamento (conforme figura 26) em
coluna cromatografica em gel de silica, utilizando acetato de etila:metanol (90:10, v/v) e
posteriormente, acetato de etila : metanol (50:50), como eluentes. Desta coluna resultou a
fracdo FR 60-80 (20 mg), que foi submetida a purificacdo em sephadex LH 20, utilizando
metanol como eluente. A partir dessa fracao foi isolado uma substincia codificada como
SRIV, obtida em quatro fracdes, que ndo foram reunidas, por nao estarem todas

totalmente puras.

A FR 28-39 (399 mg) foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica em
gel de silica, utilizando cloroférmio:etanol:acido acético (80:60:2, v/v/v), como eluente.
Foram isoladas duas substancias codificadas como SRV (24 mg) e SRVI (10 mg). A
substancia SRV foi submetida a purificagdo em sephadex LH 20, utilizando metanol

como eluente, resultando em 22,8 mg de SRV.
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CHCIl;:EtOH:CH;COOH (80:60:4)

Fracao n-BuOH das raizes

3g

<::| Coluna 1

Fragao 13-14
69,9 mg

Coluna 2 |::>

Coluna 3

Fragdo 17-21
197 mg

Fragao 22-27

122,9 mg

Fracao 60-100
20 mg

——>

MeOH

Fragdo 28-39
399 mg

1°) AcOEt:MeOH (90:10)
2°) AcOEt:MeOH (50:50)

Sephadex LH 20

Fragao 38-39
104,6 mg

Fragdo 16-17
0,4 mg

Fragdo 18-19
2,3 mg

Fragdo 20-25
10 mg

Fragdo 26-28
4,5 mg

<: Coluna 5

CHCIl5:EtOH:CH;COOH (80:60:2)

Coluna 4 :>

MeOH

Sephadex LH 20

Fragdo 14-17
24 mg

Fracao 54-70
10 mg

Coluna 6 |::>

Sephadex LH 20
MeOH

Figura 26: Esquema de isolamento das substancias SRIV, SRV e SRVL
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4.6.5 Reacao de Liebermann-Burchard

A reacdo de Liebermann-Burchard foi realizada para verificacdo da identidade da
substancia SRII. Utilizou-se uma aliquota da amostra, 1 ml de anidrido acético e 1 ml de
acido sulfurico. A coloracdo observada, conforme tabela 5, permitiu diferenciar
triterpenos e esterdides. Foram utilizadas amostras auténticas de acido ursolico e f-

sitosterol para comparagao da coloragdo desenvolvida.

Tabela 5: Coloragao desenvolvida na reacao de Liebermann-Burchard
de acordo com o nucleo triterpénico ou esteroidal

Nucleo Coloracao
Triterpénico vermelho, rosa, purpura ou violeta
Esteroidal azul ou verde

4.6.6 Analise das substancias isoladas

A substincia SFI foi analisada através de espectros de RMN de 'H ¢ “C. A
substancia SRI foi analisada através de espectros de RMN de 'H ¢ "°C, bem como por
espectros de correlacio e DEPT 135°. A substancia SRII foi analisada através do seu
ponto de fusdo, comparagdo cromatografica com amostra auténtica e reacdo de
Liebermann-Burchard. A substancia SRIII e SRVI foram analisadas através de espectros

de RMN de 'H. As substancias SRIV e SRV ainda nio foram identificadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 ESTUDO FITOQUIMICO DAS FOLHAS

5.1.1 Rendimento dos extratos das folhas

A extracdo das folhas de P. edulis com etanol, por maceracdo apresentou o

seguinte rendimento:

Tabela 6: Rendimento do extrato etanolico das folhas de P. edulis

Quantidade de folhas secas e moidas| Extrato Etanolico |Rendimento * ( %)

1190 g 103,5 g 8,70

* Rendimento em relacao aos 1190 g de folhas maceradas.

O extrato etandlico seco foi extraido com solventes orginicos de polaridade
crescente (€ter de petroleo, diclorometano, acetato de etila e n-butanol), no proprio baldo
em que o extrato foi concentrado, no evaporador rotatorio. Todas fragdes apresentaram
rendimentos muito baixos (reunindo todas fragdes obteve-se um total de 670 mg),
mostrando-se como uma extragcdo nao efetiva. Desta forma, a quantidade restante no balao
foi ressuspensa em metanol. O extrato metandlico apresentou um rendimento de 39 g (33

%), calculado em relagdo ao extrato etandlico.

5.1.2 Analise cromatografica das fragoes das folhas

Devido aos baixos rendimentos obtidos com fragcdes éter de petréleo,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, apenas a fracdo metanolica foi escolhida
como interesse para identificacdo e isolamento de substancias. As fracdes acetato de etila

e n-butanol foram utilizadas apenas para andlise cromatografica.
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Para analise fitoquimica, a fracdo metanolica foi submetida a fracionamento em
coluna a vacuo, em gel de silica (conforme item 4.6.1). Desta coluna resultaram 5 fragdes,
sendo que as fragcdes codificadas como FR4 e FRS apresentaram semelhangas e auséncia
de manchas caracteristicas de clorofila. Na analise cromatografica dessas fracdoes foram
visualizadas varias substancias com caracteristicas de flavondides C-glicosideos, das
quais quatro apareciam como componentes principais, codificados em ordem decrescente
de polaridade como SFI, SFII, SFIII e SFIV. A FRS5 foi reservada para ensaios biologicos
e a FR4 foi submetida a sucessivos fracionamentos (conforme figura 23), da qual
resultaram duas sub-fragdes principais, codificadas como sub-fracio 4A (SB4A) e sub-

fracao 4B (SB4B) (Figura 27) e uma substancia isolada (SFI) (Figura 28).

A comparacdo cromatografica dessas sub-fragdes com amostras auténticas € com
dados da literatura (WAGNER; BLADT, 1996; GONZALEZ-ORTEGA, 1993), indicou a

predominancia das seguintes C-glicosilflavonas (conforme figura 27):
e Sub-fracdo 4A: vitexina (SFIV); orientina (SFIII);
e Sub-fragdo 4B: orientina (SFIII); isovitexina (SFII) e SFI.

A substancia SFI apresenta apos revelacio com Reagente Natural A intensa
fluorescéncia amarela, similar a coloragdo apresentada pela orientina, mas com um valor
de Rf um pouco menor do que essa, sugerindo tratar-se da isoorientina, tendo em vista a
ndo disponibilidade de amostra auténtica desse C-glicosideo, foi realizado o seu

isolamento e andlise espectroscopica, apresentada no item 5.1.3.

Desta forma, os principais flavonoides C-glicosideos presentes nos extratos e
fragdes de P. edulis puderam ser reconhecidos através da cromatografia em camada
delgada em gel de silica, devido a satisfatoria resolutividade para andlise comparativa dos
flavondides C-glicosideos no sistema escolhido. Para o reconhecimento das substancias

visualizadas, foi importante a coloracao ou fluorescéncia desenvolvida apds reagdo frente
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ao Reagente Natural A e aquecimento, ¢ quando possivel o emprego de amostras

auténticas, além dos Rfs comparados com a literatura.

Com base nesses dados puderam ser caracterizados a identidade das principais C-
glicosilflavonas presentes na fracdo metanolica das folhas (FR4) de P. edulis f.
flavicarpa: orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina, o que estd de acordo com os
resutados obtidos por Petry (1999), que identificou os mesmos flavondides C-glicosideos

na espécie P. edulis f. flavicarpa, através de CLAE.

Figura 27: Cromatografia em camada delgada das sub-fracdes (SF4A; SF4B) de P. edulis.

Eluente: acetato de etila : acido férmico : agua (80:10:10, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Detecgao: A - Reagente Natural A
B — Reagente Natural A/ 365 nm
Amostras: 1 — fracdo metanolica das folhas (FR4)
2 — sub-fracdo 4A (SF4A)
3 — sub-fracao 4B (SF4B)
4 — amostra auténtica de orientina
5 — amostra auténtica de vitexina
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Figura 28: Cromatografia em camada delgada da
sub-fragdo 4B (SF4B) e da substancia SFI de P.
edulis.

Eluente: acetato de etila:dcido férmico:agua
(80:10:10, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Detecgao: 254 nm
Amostras: 1 - sub-fracao 4B (SF4B)
2 - amostra auténtica de orientina
3 - substancia isolada SFI
4 - amostra auténtica de isovitexina

5.1.3 Analise estrutural da C-glicosilflavona SFI

A substancia SFI apresentou valor de Rf 0,53 no sistema acetato de etila:acido
formico:agua (80:10:10, v/v/v) e apds revelacdo com Reagente Natural A e aquecimento,
a substancia SFI apresentou intensa fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta em 365 nm.
Esses dados, segundo Wagner; Bladt (1996) e Gonzalez-Ortega (1993), sugerem tratar-se

de um flavonoide C-glicosideo.

J4 A . o) A e 1
Através dos espectros de ressonancia magnética nuclear protdnica (RMN H) e de
13 . , : D,
carbono 13 (RMN ~C) foi possivel caracterizar os principais atomos de carbono e
hidrogénio que compdem a estrutura da substancia SFI e atribuir os deslocamentos

quimicos de alguns hidrogénios e carbonos caracteristicos de C-glicosilflavondides.

No espectro de RMN 'H ampliado (Figura 32) sdo evidentes os sinais
correspondentes a glicose na regido caracteristica de agucares, 6 3,4 — 4,0 (MARKHAM,
1982) e principalmente o proton H-1"correspondente ao C-1" da glicose, que aparece
como um dupleto em & 4,58 e com constante de acoplamento de 9,6 Hz (Tabela 7),

evidenciando tratar-se de um monoglicosideo. Segundo Chopin e Bouillant (1982) a /-
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configuracdo do radical glicopiranosila nos C-glicosilflavonodides ¢ deduzida pela larga
constante de acoplamento (10 Hz) do proton hidrogénio H-1”. A interpretagdo desse e dos

demais sinais de absor¢ao estdao na tabela 7.

Tabela 7: Valores de deslocamentos quimicos em ppm observados no espectro
de RMN 'H da substancia SFI em DMSO-dg

O (ppm) multiplicidade atribuicao referéncia
7,50 d H6’ 7,42°; 7,397, 7,42%
7,33 S H2’ 7,40°; 7,41°°; 7,40%*
7,08 d (8,2 Hz) H5’ 6,94’; 6,93’; 6,89 (8,2 Hz)*
6,52 S H3 6,59’; 6,59’; 6,67*
4,5 d (9,6 Hz) H1” 4,91’ (9,4 Hz); 4,92 (9,6 Hz) *’;

4,58 (9,8 Hz)*
¢ Luteolina 6-C-quinovopiranosideo em DMSO-ds (MARECK et al., 1991)

> Luteolina-6-C-fucopiranosideo em DMSO-ds (MARECK et al., 1991)
* Isoorientina em DMSO-ds (KUMAZAWA et al., 2000)

As diferentes agliconas dos flavonoides sdo indistinguiveis com base apenas na
ressonancia dos carbonos aromaticos, mas os deslocamentos quimicos dos carbonos
correspondentes ao anel C, especialmente C-2, C-3 e C-4 conforme tabela 8, apresentam

valores caracteristicos, que diferenciam flavononas, flavononols, flavonas e flavonols.

Tabela 8: Valores de deslocamento quimico (6 ppm) para os carbonos do anel C em
flavonoides glicosideos’.

Aglicona C-2 C-3 C-4
Flavononas 71,5-79,4 (CH)  49,4-45,9 (CH,) 187,9-198,3 (CO)
Flavononols 77,8-85,8 (CH) 70,9-76,6 (CH)  188,3-198,7 (CO)

Flavonas 159,7-165,8 (C) 101,9-113,5 (CH) 176,0-183,7 (CO)

Flavonols (incluindo 3- 140,0-159,7 (C)  132,5-139,2 (C) 175,9-179,8 (CO)
metoxiflavonas)

‘AGRAWAL, 1989.

Segundo os autores Kumazawa et al. (2000) e Markham (1982) os sinais

correspondentes ao C-2 e ao C-3 da C-glicosilflavona isoorientina aparecem em ¢ 163,2



Resultados e Discussoes 64

e Oc 102,7 e respectivamente. E segundo Markham (1982) o sinal do C-3 da aglicona
luteolina apresenta sinal em d¢ 102,8 — 103,2. No espectro de RMN B (Figura 33), pode
ser observado dois sinais em O¢c 101,9 e em o¢ 163,2 que segundo os dados acima e da
tabela 8 puderam ser atribuidos aos carbonos C-3 e C-2, respectivamente. Desta forma,

esse conjunto de dados sugere que a substincia SFI seja uma flavona, o que indica a

estrutura parcial:
)
3
2'/ \4'/OH
1 | el
HO\7 /8\9 /o\2 P Ny 5
| Al B
6\5/10\4/3
L 1

Figura 29: Nucleo fundamental de uma flavona/ R=H ou OH.

A C-glicosilacdo de uma aglicona flavonoidica causa um deslocamento de 10 ppm
para campo mais baixo para o sinal do carbono glicosilado, mas ndo altera
significativamente os sinais dos demais carbonos (MARKHAM, 1982). No espectro de
RMN "°C (Figura 33) ndo pode ser observado sinal referente ao carbono glicosilado.
Como sugere-se que a flavona em questdo trata-se da isoorientina (conforme item 5.1.2,
em analise cromatografica das fracdes), seria esperado um sinal em aproximadamente d¢
109,0, visto que o deslocamento quimico apresentado pelo C-6 na sua aglicona de origem
(luteolina) € &¢ 99,2, conforme tabela 9 (MARKHAM, 1982). Uma explicagao plausivel
seria a ocorréncia de sobreposi¢do de sinais, que s6 poderia ser confirmada através de um
espectro ampliado de RMN C. Na tabela 9 estio apresentados os deslocamentos
quimicos de alguns carbonos do anel A e B da C-glicosilflavona, que puderam ser

atribuidos através de comparag¢ao com dados da literatura.
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Tabela 9: Valores de deslocamento quimico (6 ppm) de alguns carbonos do anel A
e C da SFI comparados com a literatura.

Flavonoide C-2 C-3 C-6 C-7 Cc-4 C-5
Luteolina’ 164,5 102,8-103,2 992 164,7 150,1 116,4
Isorientina’’ 163,6 102,7

108.8 163,2 149,6 116,0
Substancia SFI 163,2 101,9 ) 163,2 150,9 116,3

¢ Espectro em DMSO-d¢ (MARKHAM, 1982)
” Espectro em DMSO-ds (KUMAZAWA et al., 2000)

Os valores dos carbonos do agucar da substancia SFI foram atribuidos através de

comparagao com a literatura, conforme a tabela 10.

Tabela 10:Valores de deslocamento quimico (6 ppm) dos carbonos referentes ao
acucar da substancia SFI comparados com a literatura.

Flavondide C-1” Cc-2” C-3” Cc-4” C-5” C-6”
Isovitexina’ 79,0 73,4 70,7 70,7 81,3 61,6
Isoorientina’’ 73,0 70,5 78,9 70,2 81,4 61,4
Substancia SFI 73,7 72,6 79,2 70,0 81,2 61,0

* AGRAWAL, 1989.
” Espectro em DMSO-dg (KUMAZAWA et al., 2000)

O conjunto de dados sugere que a substancia SFI trata-se de uma flavona
conjugada com uma molecula de agucar, no entanto a auséncia de alguns sinais
caracteristicos de C-glicosilflavonoides, impossibilita concluir a identidade da substancia
SFI. Desta forma considera-se necessario confirmar a identidade de SFI através de CLAE,

utilizando a sub-fracdo 4B (SF4B), que apresenta essa substincia como predominante.
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Figura 30: Espectro de RMN 'H da substancia SFI em DMSO-dg.
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Figura 31: Espectro de RMN 'H ampliado da substancia SFI em DMSO-dg.



Resultados e Discussoes

SFIESPECTRODE 10

58
Bm Dbt o@D o e
2 5 : E G5s D22 22 5 &
o+ HOFE e e i e e
Agucares |
9,6 HZ 6H |
- |
T T T
4.50 4.70 4,60 4.50 |
LI I I I I L
4.50 4.70 4061 4.50 4.40 4.30 4.20 4.0 .00 100 .50 .70
(i

Figura 32: Espectro de RMN 'H ampliado da substancia SFI em DMSO-dg.
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Figura 33: Espectro de RMN "C da substéncia SFI em DMSO-dq.
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5.2 ESTUDO FITOQUIMICO DOS FRUTOS

5.2.1 Rendimento dos extratos dos frutos

Os extratos processados com o mesocarpo € com a casca dos frutos verdes e dos
frutos maduros de P. edulis (conforme item 4.3.2), através de maceragdo com etanol,

apresentaram os seguintes rendimentos:

Tabela 11: Rendimento da extragdao por maceragdo, dos extratos do
mesocarpo e da casca dos frutos verdes e dos frutos maduros de P. edulis

Fracdo Quantidade de material Rendimento (g) Rendimento (%)

EMFV 260 g 6,53 2,51
EMFM 24 g 6,17 2,88
ECFV 130 ¢ 3,24 2,49
ECFM 131 g 2,64 2,01

EMFV = Extrato etanolico do mesocarpo dos frutos verdes
EMFM = Extrato etan6lico do mesocarpo dos frutos maduros
ECFV = Extrato etanolico da casca dos frutos verdes

ECFM = Extrato etanolico da casca dos frutos maduros

Para as fracdes diclorometano, acetato de etila e n-butandlica dos frutos de P.
edulis ndo foram calculados os respectivos rendimentos em virtude dessas fracdes terem
sido feitas com pequena quantidade de material, com tnico objetivo de analise qualitativa

desses extratos e fragoes com os extratos e fragdes das folhas e raizes.

5.2.2 Analise cromatografica dos extratos e fracoes e frutos

Em relacdo a estudos fitoquimicos com frutos de P. edulis foram relatados trés
trabalhos. Lutomski e Malek (1975) avaliaram a presenga de alcaloides nas cascas € nas
sementes dos frutos de P. edulis. Lutomski, Malek e Rybacka (1975) avaliaram o
conteudo e a composi¢ao de alcaldides no suco dos frutos das espécies P. edulis Sims e P.

edulis t. flavicarpa.
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No que diz respeito a presenca de flavonodides foi relatado apenas o trabalho de
Mareck, Galensa, Herrmann (1990), que determinaram qualitativamente e
quantitativamente, através de CLAE, a concentracdo de flavonodides C-glicosideos no
suco dos frutos de P. edulis f. flavicarpa ¢ no suco industrializado de maracuja. Foi
relatado no suco dos frutos a presenga de apigenina-6-C-glicosil-8C-arabinosideo/
apigenina-6-C-arabinosil-8-C-glicosideo (shaftosideo e isoshaftosideo, em mistura),
isoorientina, orientina, isovitexina, luteolina 6-C-fucosideo e luteolina 6-C-quinovosideo.
No suco industrializado de maracuja foi relatado a presenca de schaftosideo, isoorientina,
orientina e 1isovitexina. A (C-glicosilflavona isoorientina foi considerada como
predominante tanto no suco in natura, como no suco industrializado. Cabe destacar que os
mesmos flavonoides também relatados para as parte aéreas foram relatados no suco:
isoorientina, orientina e isovitexina (PETRY, 1999) e luteolina 6-C-fucosideo e luteolina

6-C-quinovosideo (MARECK et al.,1991).

Tendo em vista a presenca de flavonoides no suco dos frutos, foi investigada a
presenga desses compostos no pericarpo dos frutos, que constitui um residuo, geralmente

nao aproveitado pela populagdo e pela industria alimenticia.

A andlise cromatografica através de cromatografia em camada delgada em gel de
silica do extrato etanolico dos frutos maduros, sem a polpa e as sementes (extrato
etandlico do pericarpo), e das fragdes acetato de etila e n-butandlica (conforme figura 34)
indicou a presenca de flavondides C-glicosideos, visualizados sob luz ultravioleta 365
nm, apdés revelacdo com Reagente Natural A. Constatou-se a predominincia de
substancias com comportamento cromatografico semelhante a orientina e a isoorientina,
semelhante as folhas. O extrato etandlico dos frutos maduros foi preparado apenas com o
pericarpo dos frutos, que compreende uma parte externa denominada epicarpo ou casca,
uma parte mesenquimatica média, o0 mesocarpo (mesocarpo) € uma parte mesenquimatica
interna, denominada endocarpo (conforme figura 18), desta forma foi investigada a
presenca desses flavonoides C-glicosideos na casca € no mesocarpo, individualmente,

conforme item 4.3.2.
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A andlise através de cromatografia em camada delgada em gel de silica dos
extratos processados da casca e do mesocarpo dos frutos verdes e maduros foi realizada
com cerca de 200 mg de cada extrato, ressuspensos em volume igual de metanol e
aplicados com capilares de didmetros e tamanhos iguais. Posteriormente, com a
expectativa de obter melhor resolugdo, as 200 mg de cada extrato, foram extraidas com
pequena quantidade de acetato de etila e n-butanol, concentradas sob pressao reduzida em
evaporador rotatério a temperatura inferior a 60 °C e analisadas cromatograficamente,

através de cromatografia em camada delgada em gel de silica.

Foi possivel verificar a presenca de flavondides C-glicosideos apos revelagdo com
Reagente Natural A em todos os extratos processados com as partes dos frutos, com
excecdo do extrato processado a partir do mesocarpo dos frutos verdes (EMFV)
(conforme figura 34). Pode-se constatar a predominancia das C-glicosilflavonas com
comportamento cromatografico semelhante a orientina e a isoorientina nos extratos

EMFM, ECFV ¢ ECFM dos frutos, resultados semelhantes aos obtidos com as folhas.

Em relacdo as fracdes acetato de etila e n-butandlica do mesocarpo e da casca dos
frutos verdes e maduros, pode-se observar (conforme figura 35) também a presenca de C-
glicosilflavondides nas fragdes acetato de etila e n-butanolica da casca dos frutos verdes e
maduros, sendo que as fragdes butandlicas apresentaram a maior concentracao dessas
substancias, a julgar pelo tamanho das manchas e intensidade da fluorescéncia. As
substancias com comportamento cromatografico semelhante a orientina e a isoorientina
sdo predominantes nessas fragdes. Manchas com comportamento cromatografico
semelhante a vitexina e a isovitexina também puderam ser visualizadas., mas em menor
intensidade. Nas fracdes acetato de etila e n-butanolica do mesocarpo dos frutos maduros
também observa-se a presenga de C-glicosilflavondides, mas em menor concentracao e
com predominancia das C-glicosilflavonas orientina e isoorientina. Nas fragdes acetato de
etila e n-butandlica do mesocarpo dos frutos verdes ndo foi possivel observar a presenga

de substancias com comportamento similar as C-glicosilflavonas.
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Esses resultados sdo interessantes, visto nao ter sido observado relato anterior na
literatura sobre a presenga de C-glicosilflavonas no pericarpo dos frutos, bem como no
mesocarpo € na casca de espécies de Passiflora. Aparentemente, trata-se das mesmas
substancias presentes nas folhas. Dessa forma, o residuo industrial do processamento dos
frutos provavelmente contém também essas substincias e pode constituir uma fonte de

obtengdo, caso torne-se importante a sua obtengdo em maior escala.

Figura 34: Comparagdo cromatografica entre os extratos e fragdes dos frutos de P.
edulis.

Eluente: acetato de etila : 4cido formico:agua (80:10:10, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Deteccao: Reagente Natural A/ 365 nm
Amostras: 1 — extrato etandlico do pericarpo dos frutos maduros
2 — fragdo acetato de etila do pericarpo dos frutos maduros
3 — fragdo butanolica do pericarpo dos frutos maduros
4 — extrato ECFM
5 —extrato ECFV
6 — extrato EAFV
7 — extrato EAFM
8 — fracdo acetato de etila das folhas
9 — amostra auténtica de orientina
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Figura 35: Comparagdo cromatografica entre os extratos processados com a casca € 0
mesocarpo dos frutos de P. edulis.

Eluente: acetato de etila:acido férmico:agua (80:10:10, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Deteccao: A) Visualizagdo sob luz ultravioleta em 254 nm.
B) Reagente Natural A/ 365 nm
Amostras: 1 — fragdo n-butanoélica do pericarpo dos frutos maduros
2 — fragdo acetato de etila das folhas
3 — amostra auténtica de vitexina, orientina e isovitexina.
4 — fracdo acetato de ctila da casca dos frutos maduros
5 — fragdo n-butanolica da casca dos frutos maduros
6 — fragdo acetato de etila da casca dos frutos verdes
7 — fragcao n-butanolica da casca dos frutos verdes
8 — fracdo acetato de etila do mesocarpo dos frutos maduros
9 — fracdo n-butanolica do mesocarpo dos frutos maduros
10 — fracdo acetato de etila do mesocarpo dos frutos verdes
11 — fragdo n-butandlica do mesocarpo dos frutos verdes
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A analise em cromatografia em camada delgada em gel de silica da fragdo acetato
de etila dos frutos maduros (Figura 36), com polpa e sementes indicou a presenca de C-
glicosilflavondides, apos revelacdo com Reagente Natural A, com a predominancia das
substancias com comportamento cromatografico semelhante a orientina e a isoorientina,

semelhante aos resultados anteriores.

Outro dado relevante foi a visualizagdo de flavonoides C-glicosideos na fracao
acetato de etila e n-butanodlica do suco concentrado Maguary® (Figura 36), com a
predominancia quase que exclusiva das substancias com comportamento cromatografico
semelhante a orientina e a isoorientina. Esses resultados indicam que essas C-
glicosilflavonas estdo presentes nas folhas e frutos do maracuja in natura e permanecem
no suco do fruto apds industrializado. Portanto, seria interessante a qualificagdo dessas

substancias nos sucos de maracuj4, visto a sua ingesta frequente.

Conforme Pruthi (1963), na extracdo do suco de maracuja, cerca de 2/3 do volume
total sdo descartados, dos quais 90 % sdo cascas e em torno de 10 % sdo sementes. [sso
equivale a 65 — 70 % do peso total dos frutos, com algumas variagdes conforme a espécie

do fruto, que se tornam residuos (MEDINA, 1980 apud OLIVEIRA et al., 2002).
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Figura 36: Comparagao cromatografica entre a fracdo acetato de etila do extrato aquoso
dos frutos maduros, com polpa e sementes e das fragdes acetato de etila e n-butanolica
do suco concentrado de maracuja Maguary®.

Eluente: acetato de etila:acido formico:dgua (80:10:10, v/v/v)

Adsorvente: gel de silica Fys4

Deteccao: Reagente Natural A/ 365 nm

Amostras: 1 — fragdo acetato de etila do suco Maguary®
2 — fragdo n-butanélica do suco Maguary®
3 — fracdo acetato de etila dos frutos maduros, com polpa e sementes
4 — amostra auténtica de vitexina, orientina e isovitexina
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5.3 ESTUDO FITOQUIMICO DAS RAIZES

5.3.1 Rendimento dos extratos das raizes

A extracdo das raizes de P. edulis por maceragdo em etanol apresentou o

rendimento conforme tabela 12.

Tabela 12: Rendimento do extrato etanolico das raizes de P. edulis.

Quantidade de Raizes secas e Extrato Etandlico * | Rendimento *
moidas ( %)
1 Kg 772 ¢g 7,5

* Rendimento em relacdo aos 1 Kg de raizes maceradas.

Para fracionamento do extrato etanolico das raizes foram realizados ensaios
preliminares, os quais mostraram rendimento baixo nas extragdes com éter de petroleo e
acetato de etila (resultados nao mostrados), razdo pelo qual foi realizado fracionamento
apenas com diclorometano e n-butanol, em péra de decanta¢do (conforme tabela 13).
Nesse processo formou-se um precipitado abundante na interface diclorometano/agua, na
ordem de 4,2 g. Esse precipitado ndo foi analisado ainda, principalmente por nao ter
obtido resolu¢do cromatografica satisfatoria em nenhum dos sistemas testados para

flavonoides, entre outros.

Tabela 13: Rendimento das fra¢des da parti¢ao do extrato
etanolico das raizes de P. edulis.

Fracao Rendimento * (g) Rendimento * (%)
Fragao CH,Cl, 5,lg 10,2
Fracao n-BuOH 4,7 g 9,4

* Valor calculado em relagdo a 50 g das raizes maceradas
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5.3.2 Analise cromatografica das fracoes das raizes

Além do trabalho de Lutomski e Malek (1975), que relataram a presenca de
alcaloides (harmano e harmina) nos extratos das folhas, caule, raizes, na casca dos frutos e nas
sementes da espécie P. edulis, ndo foi encontrado nenhum outro estudo sobre a analise
fitoquimica de raizes das espécies do género Passiflora. Desta forma, com a hipdtese de
encontrar flavonoides C-glicosideos também nas raizes, fez-se uma comparagdo

cromatografica com os extratos e fracoes das folhas e frutos de P. edulis.

As fracdes n-butanolica e diclorometano das raizes de P. edulis (Figura 37)
demonstraram completa desigualdade em relagdo aos extratos das folhas e frutos, no que
diz respeito aos flavondides. Nao foi constatada a presenca das C-glicosilflavonas nos

extratos das raizes, diferentemente dos extratos de frutos e folhas.

A auséncia de flavonoides C-glicosideos nas raizes de P. edulis f. flavicarpa ¢ um
dado relevante, visto que, além do trabalho de Lutomski e Malek (1975), nao ha relato

anterior sobre a composi¢ao das raizes das espécies do género Passiflora.
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Figura 37: Comparagao cromatografica das fracdes das folhas, frutos e raizes de P. edulis.

Eluente: acetato de etila:acido formico:agua (80:10:10, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Deteccao: A - Reagente Natural A e aquecimento

B — Reagente Natural A e aquecimento/ 365 nm
Amostras: 1 — fracdo butanodlica do pericarpo dos frutos maduros

2 — fragdo metandlica das folhas (FR4)

3 — fragao acetato de etila das folhas

4 — fragao butanolica das folhas

5 — fragdo butanolica das raizes

6 — fracdo diclorometano das raizes
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Em vista da auséncia de flavonoides C-glicosideos nas raizes, a andlise foi
direcionada para terpenos e saponinas. Foram detectadas nas fragcdes diclorometano
(Figura 38) e butandlica (Figura 39) manchas com caracteristicas de terpenoides e
esterdides, caracterizados como tal pela reacdo com o agente cromogénico anisaldeido —

sulfurico.

Desta forma, foram utilizadas as fragdes, diclorometano e butandlica, para
isolamento de substincias, através de sucessivas cromatografias em coluna sobre gel de
silica. Esses procedimentos conduziram a obtencdo de trés substancias da fracao
diclorometano, codificadas como SRI (7 mg), SRII (53 mg) e SRIII (35 mg) (Figura 38)
e trés substancias da fragdo butanodlica, codificadas como SRIV (8 mg), SRV (23 mg) e
SRVI (10,0 mg) (Figura 39). A substancia SRII foi caracterizada como sitosterol, através
de comparacdo cromatografica com amostra auténtica, coloragdo caracteristica para
esterdides na reacdo de Liebermann-Burchard e ponto de fusdo semelhante aos valores
encontrado na literatura. A substancia SRIII foi caracterizada pelos espectros de RMN 'H
como uma mistura de esteroides, enquanto que a substancia SRVI como uma mistura de

agucares nao tendo sido levado adiante a sua purificagdo e elucidacao estrutural.
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Figura 38: Cromatografia em camada delgada das substincias SRI, SRII e
SRIII, isoladas da fracdo diclorometano das raizes de P. edulis.

Eluente: ciclohexano:acetato de etila (90:10, v/v)
Adsorvente: gel de silica Fys4
Deteccao: Anisaldeido sulfurico
Amostras: 1 - fragao diclorometano das raizes
2 - substancia SRI
3 - susbtancia SRII
4 - amostra auténtica de sitosterol
5 - substancia SRIII
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Figura 39: Representacao esquematica do perfil cromatografico da fragdo butanolica das
raizes de P. edulis e das substancias SRIV, SRV e¢ SRVI.

Eluente: CHCIl; : EtOH: CH3COOH (80:60:2, v/v/v)
Adsorvente: gel de silica Fysq
Deteccao: Anisaldeido sulfurico e aquecimento
Amostras: 1 — fragdo butanoélica das raizes

2 — substancia SRIV

3 — substancia SRV

4 — substancia SRVI
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5.3.3 Analise estrutural do terpendide SRI

Como foram obtidas apenas 7 mg da substancia SRI, toda amostra foi utilizada

para a obtenc¢do dos respectivos espectros de ressonancia magnética nuclear.

Através dos espectros de RMN 'H e °C, e de DEPT 135, HETCOR , HH-COSY e
HMBC foi possivel caracterizar os atomos de carbono e hidrogénio que compdem a
estrutura do triterpeno SRI e atribuir os deslocamentos quimicos de cada carbono e dos
protons correspondentes aos carbonos primarios, secundarios e terciarios. Pelos espectros
de correlagdo foram observadas as conectividades entre hidrogénios vizinhos (HH-

COSY), entre hidrogénios e carbonos vizinhos a longa distancia (HMBC).

Nas figuras 43-46 podem ser observados os espectros totalmente desacoplados de
RMN "C do triterpeno SRI. No espectro DEPT (Figura 47-49) com polarizagio a 135°,
os sinais correspondentes as metilas (-CHj3) aparecem em campo mais alto e voltados para
cima, os sinais de carbonos terciarios (-CH<) também aparecem em campo voltados para
cima, mas em campo mais baixo, os sinais de carbonos secundarios (-CH,-) estdo
voltados para baixo e os sinais dos carbonos quaternarios (Cq) nao aparecem, sendo que

os Cq foram determinados por comparagio com o espectro de RMN "°C.

O espectro de RMN °C totalmente desacoplado mostra a existéncia de 34 atomos
de carbono para a estrutura do triterpeno SRI, os quais através dos espectros DEPT

puderam ser caracterizados como:

Carbono CH; CH, CH Cq
> =34 10 8 8 8

A partir do espectro de correlagdo HETCOR, foi possivel identificar os hidrogénios

ligados aos carbonos da molécula do triterpeno, o niumero de atomos de hidrogénio
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atacados por cada atomo de carbono e caracterizar os sinais referentes a cada hidrogénio e

verificar possiveis sobreposi¢des de sinais no espectro de RMN 'H.

Além dos 34 carbonos, o espectro de RMN °C revelou a presenca de sinais
caracteristicos de dois carbonos ligados a oxigénio (d¢ 80,9 e d¢ 70,8) (Figura 45), de dois
grupos acetilas (6¢c 170, 8 e d¢ 171,0) (Figura 46) e uma dupla ligacdo (d¢ 125,3 e ¢
137,6) (Figura 46). O espectro de RMN 'H indicou a presenca de dois grupos —CHj
ligados a grupos acetilas, que aparecem em Oy 2,03 Oy 2,04 (Figura 41), um dubleto de
dubleto em &y 4,5 e em Oy 5,45 e um tripleto em Oy 5,2 (Figura 42). Esse conjunto de

dados indica tratar-se de um triterpeno, com duas hidroxilas acetiladas.
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Figura 40: Espectro de RMN 'H expandido da substancia SRI em CDCl,.
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Figura 41: Espectro de RMN 'H expandido da substancia SRI em CDCl,.
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Figura 42: Espectro de RMN 'H expandido da substancia SRI em CDCls.
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Figura 45: Espectro de RMN "°C expandido da substincia SRI em CDCl;.
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Figura 47: Espectro DEPT 135° da substancia SRI em CDCl;,
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Figura 48: Subespectro DEPT 135° da substancia SRI em CDCl;.
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O espectro de correlacio HMBC (Figura 50) forneceu informagdes
importantes sobre a conectividade entre hidrogénios e carbonos vizinhos a longa
distancia. No espectro HMBC mostrado na figura 55 foi possivel estabelecer todas
as correlagdes dos hidrogénios em grupos - CH; com seus respectivos carbonos

vizinhos.

O espectro de HH-COSY forneceu informagdes importantes sobre a
conectividade entre hidrogénios vizinhos. No espectro HH-COSY (Figura 51) foram
destacadas as correlagdes pertinentes aos hidrogénicos proximos a grupos
eletronegativos, como acetoxilas e ligacdes insaturadas. O espectro HH-COSY
(Figura 52), constitui uma ampliacdo da area de correlagdo dos hidrogénios que
ressonam em campo mais alto, onde estdo os hidrogénios referentes ao grupos - CHj;
e aos grupos — CH, Alguns sinais dos hidrogénios dos grupos -CH, ndo puderam

ser determinados, pois havia sobreposi¢do de sinais.
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A presenca de uma dupla ligacdo ¢ confirmada com o sinal no espectro de RMN
'H da figura 41 em 8y 5,2 (tripleto), sugerindo a presenca do nucleo oleaneno (B-amirina)
ou urseno (o-amirina). Para distinguir a classe o ou B - amirina (Figura 53) fez-se
comparacdes com dados da literatura para os sinais de C-12 e C-13. Os valores de
deslocamento (conforme Tabela 14) em 6¢125,25 e &¢ 137,63 neste tipo de estrutura
confirmam a presenca de um esqueleto do tipo ursan-12-eno, pois em geral o carbono 12
¢ desblindado (cerca de 2 ppm), enquanto o carbono 13 ¢ blindado (cerca de 5 ppm) nas
séries ursan-12-eno em relacdo as séries olean-12-eno. A diferenca entre os dois valores ¢
determinada pela presenca do grupamento 19 - a - CHj; (equatorial), que estd bem
proximo a dupla ligagdo nas séries ursan-12-eno, afetando estericamente o deslocamento

do carbono C13, efeito estérico sobre o carbono gama (MAHATO E KUNDU, 1994).

CHj 29 30
§0 H3C /CH3
H,C 20 “
29Ny N 0 /20\21
/12 /18 %—522 ‘ %-13‘
TNSSTN 11/12\13/18\¥7/22
CH
%535‘9 %GHE’ 1‘4 16 %"3‘ C2Ié-l3‘
2 N0 N = 157 I e
2 N0 N2
CH =
L e T T
e \4/5\6/
HsC  CHs :\

Figura 53: Nucleos triterpénicos do tipo a-amirina (urseno) e 3-amirina (oleaneno).
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Tabela 14: Comparagao entre nucleo urseno e oleaneno para C-12 ¢ C-13 com
os dados da literatura

Nucleo ursano (3¢) Niucleo oleanano (d¢)
Autores
C-12 C-13 C-12 C-13
SEO; TOMITA; TORI 124,3a125,5 137,9a139,4 121,5a122,1 143,4a 145
(1975)
MAHATO; KUNDU 124 140 122 145
(1994)

Outra evidéncia de que a estrutura da sustancia SRI trata-se de um triterpeno
pentaciclico do tipo urseno é o sinal do H-18, que aparece no espectro de RMN 'H da
figura (Figura 41) como um dubleto em oy 1,54. Nas séries dos oleanenos, o sinal do
carbono apareceria com um dublete de dublete ou como um triplete. Esse conjunto de

dados possibilitou confirmar que tipo de nucleo esta presente, indicando a estrutura

parcial:
i
N N
12 lil ls lz
1 \13/‘\17/
| oA T
C C C
9 14 16

Uma comparacdo com dados da literatura indica que ha diferenga em relacdo ao
deslocamento quimico do C-18 nas séries de nucleo urseno e oleaneno, no espectro de
RMN "C (conforme a Tabela 17). Considerando que no espectro de RMN °C (Figura

45), o sinal do C-18 aparece em ¢ 60,9, nota-se que o C-18 foi desprotegido cerca de 8
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ppm, comparando com os valores especificados na literatura para o C-18. Segundo
Mahato e Kundu (1994) a introducao de um grupo hidroxila apenas no anel D - ou E -
causa uma significante alteragdo no deslocamento quimico do C-18. O valor em campo
mais alto para CI18 sugere, portanto, que provavelmente um dos carbonos ligados a
oxigénios, que aparecem com sinais em O¢ 80,9 e 70,8 estejam localizados no anel D- ou

E-, nos carbonos C16 ou C22, devido ao efeito gama.

Tabela 15: Comparagao entre nucleo urseno e oleaneno para C-18 com
dados da literatura.

Nucleo urseno’ Nucleo oleaneno”

Autores (8¢) ()
C-18 C-18
LIN ot al. (1987) 52.7 41,0

(‘acido ursoélico; “acido oleandlico)

MAHATO; KUNDU (1994)

(‘Acido 3-220-dihidroxiurs-12-en-28-6ico (a) e

‘311 a-urs-12-eno (b) 57,2 (a) e 58,1(b) 41,3 (a) e 46,9 (b)
“Acido oleandico (a) e “35-11a-olean-12-eno (b))

YOUNG et al., (1997)
(“acido éster 28-0--D-glicopiranosila olean6ico) - 41,0

YE et al., (2000) - 444
(““ longispinogenina 3-O-f-glicopiranosideo)

HUNG; YEN, (2001) 52,6 41,0
(“acido ursolico; “ &cido oleandlico)

DAVID et al., 2001 52,8 -
(“acido ursoélico)

VOUTQUENNE et al.; (2003) - 42,0
(“acido  3-O-p -D-glicopiranosila-(1—3)-[#-D-

glicopiranosila-(1—>2)]- B-D-glicopiranosila

oleandico)

No espectro de HMBC mostrado na Figura 55 sdo apresentados as correlagdes
entre dois hidrogénios metilicos (H - 23 e H - 24), que aparecem no espectro de RMN 'H

mostrado na figura 40 com sinais em 0y 0,87 ¢ 0,86 e entre os hidrogénios de um — CHj;
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(8 2,03) com o sinal em 8¢ 80,9 que aparece no espectro de RMN °C mostrado na figura
45. O sinal em J¢ 80,9 apresenta correlagao no espectro HETCOR, mostrado na figura 56
com sinal em &y 4,5 (espectro de RMN 'H, Figura 42) que aparece como um dublete de
dublete, indicando a possibilidade de estar ligado a um grupo CH,. Esses dados sugerem
que o grupamento acetoxila esteja ligado no C — 3 (8¢ 80,9 oy 4,5). Essa hipotese ¢
confirmada pelo espectro H-H COSY, mostrado na figura 51 na qual o sinal em oy 4,5

faz correlagdo com um dos protons metilénicos atribuidos ao C — 2.

Na tabela 16 pode ser observado as correlagdes dos préotons referentes aos grupos

—CH; (Me):

Tabela 16: Corrrelagdes observadas dos grupamentos metilas, no espectro de
HMBC C-H em CDCIj; do triterpeno SRI

Oy (metila) Oc

0,87 (C-23) 80,9 (C-3), 55,2 (C-5), 16,7 (C-24)

0,86 (C-24) 28,05 (C-23)

0,98 (C-25) 46,9 (C-9), 37,6 (C-10), 55,5 (C-5)

1,03 (C-26) 32,9 (C-7),40,2 (C-8), 46,9 (C-9), 43,9 (C-14)

1,19 (C-27) 32,9 (C-7),40,2 (C-8), 137,6 (C-13), 43,9 (C-14), 60,9 (C-15)

0,85 (C-28) 70,8 (C-16), 60,9 (C-18)

0,79 (C-29) 60,9 (C-18), 39,5 (C-19)

0,93 (C-30) 39,5 (C-19)

No espectro de HMBC (Figura 55) o carbono que aparece com sinal em d¢ 70,8 faz
correlagdo com os hidrogénios atribuidos ao C — 28 (dy 0,85) e com o hidrogénio
referente ao C — 18 (dy 1,54), sugerindo que o segundo carbono ligado a oxigénio (Oc¢
70,8) seja o C — 16 ou o C — 22. Essa possibilidade ¢ confirmada pelo espectro H-H
COSY, como mostra na figura 51, na qual o sinal em 6y 5,45 atribuido ao carbono com
sinal em &¢ 70,8 faz correlacdo com os sinais em oy 1, 71 € dy 1,74, atribuidos ao C-15. O

conjunto de dados sugere que o triterpeno SRI seja substituido na posicao 3 e 16.
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Os dados espectroscopicos de RMN °C encontrados para SRI estdo de acordo com
os dados da literatura (conforme Tabela 17 e 18) da substancia urs-12-eno-3a.,163-diol,
exceto para os deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A (valores em negrito na
Tabela 17), que apresentaram semelhanca com os valores da substancia o - amirina.
Portanto, através da comparagdo com dados da literatura e através do conjunto de dados
espectroscopicos foi possivel concluir a estrutura do triterpeno SRI como 33, 168 -
diacetoxiurs-12-eno (Figura 54), previamente isolado da espécie Canarium album

(TAMAI et al, 1989) e Trattinnickia burserifolia (LIMA et al., 2004).

Trata-se portanto de uma substancia inédita para as espécies do género Passiflora,
destancando-se ter sido isolada das raizes, para as quais ndo existem dados sobre a

composi¢cdo quimica.

CH
%°
HsC 20
12 18 22
" \13/ N7
o] oo || Yen
9 14 16
R 257 oac
| | | CHs
3 5 7 2
AcO™ ™,
H.C CH
3% a3

Figura 54: Estrutura proposta para a substancia SRI,
3B, 16 - diacetoxiurs-12-eno.
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Figura 56: Espectro HETCOR expandido da substiancia SRI em CDCl;.



Tabela 17: Valores de deslocamentos quimicos em ppm observados no espectro de RMN
BCem CDCl; do triterpeno SRI, comparados com dados da literatura

oc oc oc oc
CHn oc Urs-12-eno- | Urs-12-eno- o - Acido
N°-C  |DEPT| SRI | 3B,16B-diol' | 3a,16B-diol> | amirina® | ursélico’
1 CH, 38,5 38,75 33,28 38,76 38,4
2 CH, 23,6 27,20 25,23 27,26 24,6
3 CH 80,9 78,94 76,07 79,03 80,6
4 Cq 36,8 38,75 37,37 38,76 38,0
5 CH 55,2 55,16 48,91 55,17 55,7
6 CH, 18,2 18,29 18,25 18,35 18,6
7 CH, 32,9 32,88 32,82 32,92 33,5
8 Cq 40,2 40,01 40,24 39,99 40,0
9 CH 46,9 46,95 46,80 47,70 47,9
10 Cq 37,7 36,81 36,90 36,88 37,2
11 CH, 23,4 23,34 23,29 23,35 23,7
12 =CH | 125,3 125,07 125,16 124,40 125,6
13 =C 137,7 137,94 137,95 139,57 139.4
14 Cq 43,9 44,02 44,16 42,06 42,6
15 CH, 32,4 35,93 35,98 26,61 28,8
16 CH, 70,8 67,00 67,04 28,09 25,0
17 Cq 37,7 38,52 38,56 33,74 48,2
18 CH 60,9 60,68 60,78 59,04 53,6
19 CH 39,5 39,51 39,57 39,64 39,5
20 CH 39,5 39,46 39,51 39,60 39,6
21 CH, 30,6 30,51 30,57 31,25 31,2
22 CH, 35,5 35,17 35,23 41,53 37,6
23 CH, 28,1 28,09 28,27 28,12 28,3
24 CH; 16,7 15,59 22,32 15,62 17,1
25 CH; 15,8 15,68 15,49 15,68 15,7
26 CH; 16,9 16,85 16,90 16,85 17,5
27 CH; 24,3 24,50 24,66 23,27 24,1
28 CH; 23,2 21,93 21,97 28,75 180,1
29 CH; 17,6 17,60 17,61 17,47 17,7
30 CH; 21,2 21,34 21,33 21,40 21,6
CH;-COO Cq 170,8
CH;-COO Cq 171,0
CH;-COO | CH; 21,2
_CH;-COO_| CH;3 21,3

> Espectros em CDCl; (TAMAI et al., 1989)
* Espectros em piridina (LIN et al.,1986)
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Tabela 18: Valores de deslocamentos quimicos para alguns hidrogénicos observados

no espectro de RMN 'H em CDCl; do triterpeno SRI, comparados
com dados da literatura.

Substincia SRI Urs-12-eno-3pB,16p-diol ' Urs-12-eno-3a,16p-diol *
N°H 6y M N°H on M N°H on M

3 4,5 1H, dd 3 3,22 1H, dd 3 3,41 1H, t
12 5,2 1H, t 12 5,18 1H, t 12 5,19 1H, t
16 5,45 IH,dd | 16 4,21 1H,dd 16 4,22 1H,dd
23 0,88 3H, s 23 0,99 3H, s 23 0,97 6H, s
24 0,87 3H, s 24 0,79 3H, s 24 0,85 3H, s
25 0,98 3H, s 25 0,95 3H,s 25 0,97 6H, s
26 1,03 3H,s | 26 1,02 3H, s 26 1,03 3H, s
27 1,19 3H,s | 27 1,14 3H, s 27 1,17 3H, s
28 0,85 3H, s 28 0,76 3H,s 28 0,77 3H,s
29 0,79 3H,d 29 0,78 3H,d 29 0,79 3H,d
30 0,93 3H, s 30 0,93 3H, br.s 30 0,94 3H, br.s

-2 Espectros em CDCls (TAMAL et al., 1989).



6 CONSIDERACOES FINAIS



No presente trabalho foram analisados a composicao de folhas, raizes, bem como
do, do mesocarpo e da casca dos frutos de P. edulis f. flavicarpa. Com exceccao das
raizes, foi constatado a presenga de C-glicosilflavonoides nas folhas, semelhantes aqueles
ja descritos na literatura para essa espécie, no pericarpo, no mesocarpo € na casca dos

frutos.

Os extratos aquosos liofilizados das folhas, do pericarpo dos frutos maduros e das
raizes de P. edulis foram também avaliados em relagdo a sua possivel atividade
antiinflamatoria, utilizando-se o modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. A determinagdo da atividade antiinflamatoria foi realizada no Laboratorio
de Imunologia Clinica, do Departamento de Andlises Clinicas, da Universidade Federal
de Santa Catarina, pela aluna de Pos-graduagdo Ana Beatriz Montanhel Pimentel, sob

orientacdo da Dra. Profa. Tania Frode.
Os resultados iniciais obtidos destes experimentos demonstraram que:

1°) Dentre os extratos estudados, o extrato aquoso liofilizado das folhas de P. edulis
apresentou efeito antiinflamatorio superior aos outros extratos, nas doses de 50, 100, 250

e 500 mg/Kg, administrado intraperitonealmente, 0,5 h antes da carragenina.

2°) Na analise deste efeito antiinflamatério observou-se importante e significativa
inibicdo de parametros inflamatérios. Dentre eles destacam-se: nivel de leucdcitos,
enzimas pro-inflamatodrias do tipo mieloperoxidase, adenosina-deaminase e 6xido nitrico.
Além disso, citocinas do tipo pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina-1 beta (IL-1p) também foram significativamente inibidas neste
modelo de estudo. Além disso, o extrato aquoso liofilizado das folhas de P. edulis
também inibiu outros mediadores pré-inflamatdrios como a substancia P e a bradicinina,

no modelo de pleurisia em camundongos.

Estudos adicionais estao sendo realizados para melhor elucidar tanto o mecanismo

de agdo antiinflamatoria, bem como os possiveis compostos envolvidos nesta atividade.
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Cabe destacar que o extrato aquoso liofilizado das folhas foi preparado na forma
de infusdo das folhas (chd), semelhante a forma empregada pela populagdo em suas
preparagdes terapéuticas. O extrato aquoso liofilizado das raizes e do pericarpo dos frutos
maduros apresentaram atividade antiinflamatéria moderada, o que ndo exclui a

possibilidade de possuirem outras atividades biologicas.

Investigacoes bioquimicas tém apresentado que flavonoides inibem tanto a
ciclooxigenase como a S-lipooxigenase, enzimas responsaveis pelo metabolismo do acido
araquidonico, bem como producdo de substincias que estdo relacionadas ao
desencadeamento do processo inflamatério (PELZER et al., 1998; ZANOLI et al., 2000).
Contudo, alguns estudos (KIM et al., 1999; UEDA; YAMAZAKI; YAMAZAKI, 2004)
relataram que flavonoides glicosideos ndo apresentam atividade antiinflamatoria, ao
contrario dos flavondides na forma livre (aglicona). Nesse contexto, torna-se importante
verificar se flavonoides C-glicosideos, diferentemente dos flavondides 0-glicosideos,

apresentam essa atividade.

A determinacdo da atividade antiviral foi realizada no Laboratério de Virologia
Aplicada, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, da
Universidade Federal de Santa Catarina, pela aluna de Pos-graduagdo Vanessa Miiller,
sob orientagao da Dra. Profa. Claudia Maria Oliveira Simoes. Foram realizados estudos
para avaliar a potencial atividade antiviral do extrato aquoso liofilizado das raizes, extrato
aquoso liofilizado das folhas e extrato hidroetandlico do pericarpo dos frutos maduros de
Passiflora edulis. Os virus utilizados nos experimentos foram Herpes Virus Simplex tipo
1 (HSV-1), cepas KOS e 29R (resistente ao aciclovir) (Universidade de Rennes, Franga) e
células VERO (ATCC, CCI 81).

A citotoxicidade foi observada através da avaliacdo das alteragdes morfologicas
celulares por microscopia optica invertida (WALUM et al., 1990), e confirmada através

do ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT) (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA,
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1991). Esta técnica permitiu calcular a concentragdo que causa citotoxicidade a 50% das

células (CCsy), quando comparadas com os controles celulares.

A atividade antiviral in vitro foi verificada pelo teste de inibicdo do efeito
citopatico viral (SIMOES et al, 1999), e confirmado pelo mesmo ensaio colorimétrico do
MTT citado acima. O primeiro teste permite estimar, com relagdo aos controles virais, os
percentuais da inibicao do efeito citopatico viral provocada por cada concentracao de cada
material-teste testada. O segundo teste permite calcular e confirmar os valores de CE50
(concentragao que diminui em 50% o efeito citopatico viral), quando comparadas com os
controles celulares e virais. Com posse dos valores de CCs, e CEs, calcula-se os indices
de seletividade (IS=CCsy/CEsg), que expressam o qudo promissora ¢ a atividade antiviral
de determinado material-teste. Quanto maior o valor de IS, mais promissora ¢ a atividade
antiviral, indicando que seria viavel a realizacdo posterior de estudos mais detalhados,

tanto in vitro quanto in vivo.

Tanto os valores de CCsy quanto de CE5, representam a média de trés experimentos
independentes + desvio padrao da media, e foram obtidos através de analise de regressao

linear.

O extrato hidroetanolico liofilizado do pericarpo dos frutos maduros e o extrato
aquoso liofilizado das folhas ndo inibiram o efeito citopatico viral do HSV-1, cepas KOS
e 29R. O extrato hidroetandlico liofilizado das raizes ndo apresentou atividade contra a
cepa KOS, mas contra a cepa 29R apresentou um IS=1,25, que ¢ considerado muito

baixo.

No entanto, o extrato aquoso liofilizado das raizes apresentou valores de [S=6,21 ¢
11,8, respectivamente, para as cepas KOS e 29R, merecendo especial interesse para

estudos posteriores visando a caracterizacao de fracdes ativas.

Para a continuidade dessa linha de investigacdo, entende-se ser necessario:
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e Através de CLAE caracterizar os flavonoides C-glicosideos presentes no extrato do
pericarpo dos frutos maduros, no extrato dos frutos, com polpa e sementes e nos extratos
processados a partir da casca e do mesocarpo dos frutos, em vista da possibilidade de
obter um perfil com melhor resolu¢do do que a analise através de cromatografia em

camada delgada.

e (Caracterizar as fracoes ou os compostos responsaveis pela atividade antiinflamatoria e

antiviral.

e Realizar um estudo sazonal qualitativo dos extratos das folhas de P. edulis f.
flavicarpa, buscando confirmar se ¢ uma constante em diferentes épocas, a predominancia

das C-glicosilflavonas orientina e isoorientina.

e Avaliar quantativamente o suco dos frutos in natura e apos a industrializagdo (produto

acabado), no que diz respeito a presenca de flavonodides.
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e Em P. edulis foi constatada a presenca de C-glicosilflavonoides, que parecem ser os

compostos majoritarios das fragdes acetato de etila, n-butanolica e metanodlica das folhas.

e A presenga de C-glicosilflavondides, semelhantes as folhas, também foi constatada
nas fragdes n-butanolica e acetato de etila do pericarpo dos frutos maduros, como na
fracdo acetato de etila obtida do fruto maduro, com polpa e sementes, tanto naquelas

fragdes obtidas do suco concentrado de maracuja industrializado.

e Uma flavona glicosilada com comportamento cromatografico semelhante a

1soorientina foi isolada das folhas de P. edulis.

e As C-glicosilflavonas foram caracterizadas através de cromatografia em camada

delgada nas folhas e frutos de P. edulis sdo vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina.

e Nos extratos processados da casca e do mesocarpo dos frutos também foi constatada a
presenga de flavonoides C-glicosideos, com excecdo dos extratos e fracdes do mesocarpo

dos frutos verdes.

e Em todos os extratos e fragdes das folhas e frutos em que foi observado a presenca de
flavonoides C-glicosideos, observou-se a predominancia das C-glicosilflavonas orientina

e isoorientina.

e As fracoes das raizes apresentaram composicao diferenciada em relacdo aos folhas e
frutos, no que diz respeito aos flavonoides, ndo tendo sido detectada a presenga desses

compostos nas raizes.

e Da fracdo diclorometano das raizes de P. edulis foram isolados trés compostos: um
triterpendo diacetilado do tipo urseno, denominado como 383, 16f - diacetoxiurs-12-eno,
ainda ndo descrito para as espécies do género Passiflora, sitosterol e uma mistura de

esteroides.
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e Da fragdo n-butandlica das raizes de P. edulis foram isolados trés compostos, uma

mistura de agucares, nao identificada e duas substancias ainda nao identificadas.

Portanto, os trabalhos realizados em cooperagdo com grupos de trabalho que atuam
na avaliacdo das atividades antiinflamatorias e antivirais abrem a perspectiva da busca de
fracdes e substincias ativas, a partir dessa espécie de Passiflora, que constitui matéria-

prima vegetal abundante.
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