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RESUMO
O género Passiflora € o mais importante da familia Passifloraceae e suas
espécies sdo conhecidas popularmente no Brasil como ‘maracujas’. As
folhas de varias espécies de Passiflora sao usadas sob a forma de cha,
como calmante e suave indutor do sono. O fruto de algumas espécies,
além do uso terapéutico popular, ¢ amplamente utilizado pela industria
alimenticia para fabricagdes de sucos e derivados. Além das espécies de
ocorréncia no Brasil, a Colombia também representa o centro de
dispersdo de muitas espécies de Passiflora, das quais algumas também
apresentam elevada importidncia econdmica, etnofarmacoldgica e
terapéutica. Contudo, apesar do grande numero de espécies de
Passiflora na América Latina, muitas ainda carecem de estudos a
respeito de seus constituintes quimicos. O presente trabalho teve como
objetivo principal investigar a composi¢do quimica de extratos aquosos
das folhas de algumas espécies de Passiflora de ocorréncia no Brasil (P.
alata) e outras de ocorréncia predominante na Colombia (P.
quadrangularis, P. bogotensis, P. tripartita var. mollissima). Foram
realizadas analises qualitativas por técnicas cromatograficas
(Cromatografia Camada Delgada, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia) e eletroforéticas
(Eletroforese Capilar) dos perfis de flavonoides, saponinas, alcaloides e
aminodcidos nos extratos aquosos das espécies de Passiflora
supracitadas. Foi observada a presenga de flavonoides e aminoacidos
nos extratos das quatro espécies analisadas, com destaque para a grande
diversidade de flavonoides glicosilados visualizados para P. tripartita
var. mollissima. Saponinas foram observadas somente nos extratos
aquosos das espécies P. alata e P. quadrangularis enquanto que a
presenca de alcaloides do tipo harmano ndo foi detectada nos extratos
aquosos de nenhum das quatro espécies em concentragdes superiores a
0,0187 ppm. Também foi utilizada a técnica de Cromatografia
Contracorrente de Alta Velocidade em modo de eluicdo em gradiente
para o isolamento de flavonoides glicosilados a partir dos extratos
aquosos das folhas de P. quadrangularis e P. bogotensis. Da primeira
espécie, foram isolados quatro flavonoides C-glicosideos, identificados
por técnicas espectroscopicas e espectrofotométricas como 2”-O-xilosil-
vitexina, 2”-O-glicosil-vitexina, 2”-O-xilosil-orientina e 2”-O-glicosil-
orientina. Da segunda espécie, foram isoladas e elucidadas seis
flavonoides C-glicosideos, dois deles ainda ndo descritos na literatura:
6-C-a-L-ramnopiranosil-(1->2)-(6”-acetil)-B-D-glicopiranosil-apigenina
e 6-C-a-L-ramnopiranosil-(1-2>2)-(6"-acetil)-B-D-glicopiranosil-
luteolina, além de isovitexina, isoorientina, 2”-O-ramnosil-isovitexina e



2”-O-ramnosil-isoorientina. Por técnicas cromatograficas diversas,
foram isoladas trés saponinas do extrato aquoso das folhas de P.
quadrangularis, para as quais suas estruturas foram elucidadas por
técnicas  espectroscopicas  como  3-O-B-D-glicopiranosil-9,19-
ciclolanost-24Z-en-1a,3p,21,26-tetraol e 3-O-B-D-glicopiranosil-9,19-
ciclolanost-24Z-en-1B,3,21,26-tetraol, saponinas ainda ndo descritas na
literatura, além do 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->2)-B-D-glicopiranosideo
do acido oleanodlico. Adicionalmente, uma analise comparativa entre as
espécies P. alata e P. quadrangularis, as quais apresentam grande
similaridade morfologica, indicou que os flavonoides C-glicosideos
majoritarios dos extratos aquosos das folhas de cada espécie (27-O-
ramnosil-vitexina para P. alata e 27-O-xilosil-vitexina para P.
quadrangularis) podem ser utilizados como marcadores quimicos na
diferenciacdo dessas duas espécies.

Palavras-chave: Passiflora, flavonoides C-glicosideos, saponinas,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia, Eletroforese Capilar, Cromatografia Contracorrente de
Alta Velocidade.



ABSTRACT

The genus Passiflora is the most important in the family Passifloraceae
and its species are popularly known in Brazil as ‘maracujas’. The leaves
of several species of Passiflora are used in the form of tea, as calming
and smooth sleep inducing. The fruits of some species, beside the use in
the folk medicine, are widely used by the food industry for juices
fabrications and derivatives. In addition to the species occurring in
Brazil, Colombia is also the dispersion center of many species of
Passiflora, some of which also have high economic,
ethnopharmacological and therapy importance. However, despite the
large number of species of Passiflora in Latin America, many of them
does not present enough studies about its chemical constituents. The aim
of this study as to investigate the chemical composition of aqueous
extracts from the leaves of some species of Passiflora occurring in
Brazil (P. alata) and others with prevalent occurrence in Colombia (P.
quadrangularis, P. bogotensis, P. tripartita var . mollissima).
Qualitative analyzes by chromatographic (Thin Layer Chromatography,
High Performance Liquid Chromatography, Ultra Performance Liquid
Chromatography) and  electrophoretic ~ techniques  (Capillary
Electrophoresis) were realized for the flavonoids, saponins, alkaloids
and amino acids fingerprints in aqueous extracts of Passiflora species
described above. The presence of flavonoids and amino acids was
observed in the extracts of all the four analyzed species, highlighting the
great diversity of flavonoid glycosides shown in P. tripartita var.
mollissima. Saponins were observed only in aqueous extracts of the
species P. alata and P. quadrangularis, while the presence of harmane
alkaloids was not detected in the aqueous extracts of any of the four
species in concentrations greater than 0.0187 ppm. Also, we employed
High-Speed Countercurrent Chromatography on gradient elution mode
for the isolation of flavonoid glycosides from the aqueous extracts of the
leaves of P. quadrangularis and P. bogotensis. From the first species,
four C-glycosylflavonoids were isolated and identified by spectroscopic
and spectrophotometric techniques as vitexin-2"-O-xyloside, vitexin-
27’-0O-glicoside, orientin-2’’-O-xiloside and orientin-2’’-O-glicoside.
From the second species were isolated and -elucidated six C-
glycosylflavonoids, two of them not yet described in the literature: 6-C-
a-L-ramnopyranosyl-(1->2)-(6"-acetyl)-p-D-glucopyranosyl-apigenin

and 6-C-o-L-ramnopyranosyl-(1-2>2)-(6"-acetyl)-p-D-glycopyranosyl-
luteolin, beside isovitexin, isoorientin, isovitexin-2’’-O-ramnoside,
isoorientin-2’’-O-ramnoside. By several chromatographic techniques
three saponins were isolated from the aqueous extract of the leaves of P.



quadrangularis, for which their structures were elucidated by
spectroscopic techniques such as 9,19-ciclolanost-24Z-en-10,3f3,21,26-
tetrahidroxy-3-O-B-D-glucopyranoside and 9,19-ciclolanost-24Z-en-
1B,3B,21,26-tetrahidroxy-3-O-f-D-glucopyranoside, saponins not yet
described in the literature, beside 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1->2)-p-D-
glucopyranosyl-oleanolic-acid. Additionally, a comparative study
between the species P. alata and P. quadrangularis, which exhibit great
morphological similarity, indicated that the mayor C-glycosylflavonoids
from the aqueous extracts of each species (vitexin-2"-O-ramnoside for
P. alata and vitexin-2"-O-xyloside for P. quadrangularis) could be used
as chemical markers in the differentiation between these two species.

Keywords:  Passiflora, C-glycosylflavonoids, saponins, High
Performance Liquid Chromatography, Ultra Performance Liquid
Chromatography, Capillary Electrophoresis, High-Speed Countercurrent
Chromatography.
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35

APRESENTACAO

A origem da investigagdo de produtos naturais na area quimica
e farmacéutica teve como um dos marcos iniciais o isolamento da
morfina, em 1805, a partir do latex do oOpio. A descoberta dessa
substancia estimulou o descobrimento de diversas outros compostos de
importancia terapéutica em um curto espaco de tempo, como a atropina
(1819), a quinina (1820), a cafeina (1820) e a digoxina (1841) (GILANI;
RAHMAN,  2005; PATWARDHAN, 2005; POTTERAT;
HAMBURGER, 2008).

Um levantamento realizado em 2012 mostrou que
aproximadamente 40% dos novos farmacos desenvolvidos nos ultimos
30 anos sdo de origem natural ou derivados de substancias oriundas de
metabolismo de vegetais ou de organismos marinhos. O interesse na
investigacdo de produtos naturais segue de modo expressivo, seja com
vistas a identificacdo de compostos bioativos, sendo estes também
possiveis de serem utilizados como modelos para o desenvolvimento de
farmacos, seja com vistas ao desenvolvimento de fitoterapicos
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Nesse contexto estdo as espécies do género Passiflora, que
constitui 0 género mais importante da familia Passifloraceac e cujas
espécies sdo conhecidas popularmente no Brasil como ‘maracujas’. Este
género, de ocorréncia principal em continentes de clima tropical como o
Americano e o Africano, possui aproximadamente 500 espécies
descritas, sendo aproximadamente 150 nativas do Brasil. (FALEIRO;
JUNQUEIRA; BRAGA, 2005; FLORA BRASILEIRA, 1984; PIO
CORREA, 1978). Os maracujas, também conhecidos como “flor-da-
paixdo”, sdo tradicionalmente descritos na medicina popular brasileira
por possuirem propriedades calmantes. O fruto de algumas espécies,
além do uso terapéutico popular, ¢ amplamente utilizado pela industria
alimenticia para fabricagdes de sucos e derivados (PIO CORREA,
1978).

Na literatura ha relatos de varios estudos que avaliaram
principalmente  atividades relacionadas ao  sistema  nervoso

central do extrato das folhas e/ou partes aéreas de espécies de
Passiflora (COLETA et al., 2006; MALUF et al., 1991; OGA et al.,
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1984; REGINATTO et al., 2006; SPERONI; MINGUETTI, 1988;
VALE; LEITE, 1983). No entanto, a atribuicdo da acdo sedativa de
espécies do género Passiflora a um grupo especifico de constituintes
quimicos ainda ¢ objeto de estudo. Alguns trabalhos tém
correlacionando as atividades do tipo-ansiolitica de espécies de
Passiflora com os flavonoides C-glicosideos presentes em sua
composi¢do (COLETA et al., 2006; DE PARIS, 2002; SENA et al.,
2009). Dessa forma, o interesse em caracterizar a constituicdo quimica
destas espécies e também qual composto ou grupo de substincias que
poderiam ser responsaveis pela atividade neurofarmacoldgica mantém-
se atual e relevante.

A maior parte dos estudos relatados na literatura, tanto quimicos
quanto farmacoldgicos, sdo para a espécie P. incarnata. Contudo,
trabalhos de investigacdo quimica de diferentes espécies de Passiflora
apontam que as espécies apresentam composicdo quimica diferenciada
entre si (LI et al.,, 2011; WOHLMUTH et al., 2010; ZUCOLOTTO et
al., 2012). Esse fato sugere que os resultados obtidos com P. incarnata
em relagdo as suas atividades farmacoldgicas ndo possam ser
extrapolados para as demais espécies utilizadas na América Latina.

Desta maneira, devido ao amplo emprego popular, o uso na
indistria alimenticia e o emprego terapéutico de diferentes espécies de
Passiflora, torna os estudos quimicos e farmacoldgicos aprofundados
destas espécies ainda necessarios.

Para o presente trabalho foi estabelecido como objetivo
principal a investigagdo da composi¢do quimica das folhas de espécies
de Passiflora, de ocorréncia no Brasil (P. alata) e de ocorréncia
predominante na Colombia (P. quadrangularis, P. bogotensis e P.
tripartita var. mollissima), por meio de cooperacdo estabelecida com o
“Grupo de Aprovechamiento de Productos Naturales Marinos y Frutas
de Colombia”, do Departamento de Quimica da Universidad Nacional
de Colombia.

Como objetivos especificos, foram estabelecidos:

e Investigar, por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) e
Eletroforese Capilar (EC), a composi¢ao quimica de folhas de P.
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quadrangularis, P. alata, P. bogotensis, P. tripartita var.
mollissima, com énfase em flavonoides C-glicosideos, saponinas,
alcaloides e aminoacidos;

e  Isolar e identificar flavonoides C-glicosideos presentes nos extratos
aquosos das folhas das espécies P. quadrangularis e P. bogotensis,

e Isolar e identificar saponinas presentes nos extratos aquosos das
folhas da espécie P. quadrangularis;

e  Sugerir possiveis marcadores quimicos para a diferenciacdo entre
os extratos aquosos das folhas de P. alata e P. quadrangularis.

Esses objetivos foram estabelecidos considerando a grande
diversidade de Passifloras de ocorréncia colombiana, mas também pelo
fato de que poucas destas espécies apresentam estudos na literatura.

A investigacdo quimica realizada neste trabalho buscou, por
meio de técnicas cromatograficas analiticas e preparativas, a analise e 0
isolamento de diferentes classes de metabolitos secundarios a partir
destas espécies, especialmente flavonoides C-glicosideos e saponinas,
De modo paralelo a essa tese, vem sendo desenvolvida pela doutoranda
Andressa Corneo Gazola, também pertencente a nosso grupo de
investigagdo e sob coorientagdo da Prof'. Dr". Thereza Christina
Monteiro de Lima, outra tese que investiga as potenciais atividades
neurofarmacologicas das espécies aqui descritas. Desse modo, os
resultados obtidos através da investigagcdo quimica complementardo os
resultados farmacologicos.

Adicionalmente, durante o desenvolvimento dessa tese, foi
realizado um estagio doutoral no exterior em Bogota, Colombia, na
Universidad Nacional de Colombia, junto ao grupo supracitado, liderado
pelo Prof. Dr. Leonardo Castellanos, e sob a coorientagdo do Prof. Dr.
Freddy Ramos. O estagio doutoral teve duracdo de sete meses, com
inicio em maio de 2011 e término em novembro do mesmo ano, € teve
como principal meta o isolamento de flavonoides C-glicosideos das
espécies aqui investigadas por Cromatografia Contracorrente de Alta
Velocidade em quantidades adequadas para a realizacdo dos ensaios
farmacologicos, assim como a analise dos extratos e compostos isolados
por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas e por
Ressonancia Magnética Nuclear.
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Diante dos objetivos expostos, a tese foi organizada em seis
capitulos, brevemente introduzidos a seguir:

O capitulo 1 apresenta uma revisao sobre espécies do género
Passiflora, abordando aspectos etnofarmacologicos, quimicos e
farmacolégicos, em especial sobre as espécies analisadas nesta tese, P.
alata, P. quadrangularis, P. bogotensis, P. tripartita var. mollissima.
Nesse capitulo também ¢ apresentada uma revisdo sucinta sobre os
metabolitos de estudo deste trabalho, os flavonoides C-glicosideos e
saponinas, apresentando dados a respeito das caracteristicas quimicas e
propriedades farmacoldgicas destes metabolitos.

O capitulo 2 apresenta analises dos principais constituintes
quimicos das diversas espécies de Passiflora, com foco em flavonoides
C-glicosideos, saponinas, alcaloides e aminoacidos, analisados pelas
técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (CLUE) e Eletroforese Capilar (EC).

O capitulo 3 descreve o uso da Cromatografia Contracorrente
de Alta Velocidade (HSCCC), no isolamento de flavonoides C-
glicosideos a partir das folhas de P. quadrangularis.
Complementarmente, ¢ descrita a identificacdo das substancias isoladas,
com a utilizagdo das técnicas de Ultravioleta (UV), Espectrometria de
Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

O capitulo 4 apresenta o estudo fitoquimico de P.
quadrangularis direcionado ao isolamento de saponinas presentes nessa
espécie com o uso de técnicas cromatograficas diversas. A identificag@o
e elucidagdo estrutural sdo discutidas por meio de analises detalhadas de
RMN.

O capitulo 5 ¢ constituido da andlise comparativa entre as
espécies P. quadrangularis e P. alata por CLAE. E discutida a
utilizagdo de flavonoides C-glicosideos como marcadores quimicos na
diferenciagdo das ditas espécies.

O capitulo 6 descreve o uso da HSCCC no isolamento de
flavonoides C-glicosideos a partir das folhas de P. bogotensis. A
identificagdo e elucidagdo estrutural das substancias isoladas sdo
discutidas por meio de UV, EM e RMN.
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Ao final, é apresentada uma discussdo geral dos resultados
obtidos, assim como possiveis perspectivas para a continuidade do tema
deste trabalho.
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CAPITULO 1 — Revisio bibliografica: Passiflora e seus principais
constituintes quimicos.

Nessa revisdo de literatura serdo abordados, em um primeiro
momento, dados gerais a respeito do género Passiflora, principalmente
sobre as quatro espécies de trabalho dessa tese, P. alata, espécie de
ocorréncia no Brasil, P. tripartita var. mollissima, P. quadrangularis e
P. bogotensis, espécies de ocorréncia predominante colombiana. Sdo
apresentados sequencialmente dados a respeito da composicao quimica
concernentes as espécies de Passiflora, com uma maior énfase em
flavonoides C-glicosideos e saponinas.

1.1 INTRODUCAO

A familia Passifloraceae foi descrita por Antoine Laurent de
Jussieu e Augustin Pyramus de Candole em 1805 e inclui 18 géneros
com um numero estimado de 630 espécies. O género Passiflora
constitui-se no mais importante da familia Passifloraceae, com
ocorréncia principalmente em continentes de clima tropical como o
Americano e o Africano. Possui aproximadamente 500 espécies
descritas, sendo aproximadamente 150 nativas do Brasil. (FALEIRO;
JUNQUEIRA; BRAGA, 2005; FLORA BRASILEIRA, 1984; SACCO,
1980).

As espécies do género Passiflora sdo conhecidas popularmente
no Brasil como ‘maracuja’, ocorrendo variagdes nos nomes populares
conforme as espécies. Essa palavra, de origem tupi-guarani, teria o
significado de “alimento em cuia”. De modo geral, essas espécies
(especialmente P. incarnata) também s3o conhecidas como ‘flor-da-
paixdo’, ou passionflower, na lingua inglesa (BLUMENTHAL;
GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000; MORS; RIZZINI; PEREIRA,
2000).

No pais, sdo duas as espécies que apresentam maior interesse
comercial: Passiflora alata, descrita nas 3% e 5* edi¢cdes da Farmacopeia
Brasileiras (BRASIL, 1976, 2010) e Passiflora edulis var. flavicarpa,
que foi incluida na 5 edicdo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010)
e constitui a espécie mais cultivada no pais principalmente para a
produgdo de suco industrializado (REIS et al., 2000; SATO et al., 1992).

A espécie P. alata Curtis., objeto de estudo deste trabalho, ¢
nativa no Brasil, sendo conhecida popularmente no pais como
‘maracuja-doce’. Apresenta folhas inteiras, ovadas ou ovado-oblongas,
com 11-18 cm de comprimento e 8-10 cm de largura. As flores possuem
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pétalas e sépalas roxas na fase dorsal e carmim na fase ventral, com
elementos filamentosos, chamados de coroa, de coloragdo vermelha,
branca e roxa. Os frutos apresentam formato oval (8-10 cm de
comprimento ¢ 4-6 cm de didmetro) e coloragdo amarelo, quando
maduros (Figura 1). A polpa dos frutos é doce, o que favorece o
consumo da fruta fresca. Tal fato estad diretamente relacionado a
comercializagdo dos frutos do ‘maracuja-doce’ a precos muito
superiores aos praticados para o ‘maracuja-azedo’ (P. edulis var.
flavicarpa), o que tem atraido a atencdo por parte dos produtores. P.
alata possui grande semelhanca com P. quadrangularis no que diz
respeito especialmente a folhas e flores. Por outro lado, os frutos dessas
espécies sdo facilmente distinguiveis pelo seu tamanho e cor
(CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001; MELETTI, 1996; SACCO,
1980).

Figura 1 - Flor, frutos e folhas de P. alata.

Fonte: http://www.jardimenteogeno.com.

Especificamente na Colombia, ha registro de aproximadamente
140 espécies da familia Passifloraceae, distribuidas entre trés géneros,
sendo que Passiflora representa 97% do total de espécies. Na Regido
Andina estd presente o maior nimero de espécies, cerca de 70%, com
ocorréncia geralmente em altitudes superiores a 1500 metros
(ESCOBAR, 1988). Dessa forma, essa regido representa o centro de
dispersdo de muitas espécies de Passiflora, das quais algumas
apresentam elevada importancia econdmica, em virtude da
comercializagdo de seus frutos comestiveis. Dentre elas destacam-se as
espécies: P. tripartita var. mollissima, P. quadrangularis, P. edulis var.
edulis, P. ligularis (ARBELAEZ, 1996).

A espécie de maior uso na Coldombia, seja na preparagdo de
sucos, seja na medicina popular € P. tripartita var. mollissima Holm-
Nielsen & Moller Jorgensen, anteriormente descrita como P. mollissima
(Kunth) Bailey. Essa espécie é chamada popularmente de ‘curuba’ ou
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‘curuba-de-castilla’ e cultivada na Venezuela, Colombia, Bolivia e Peru,
geralmente em altitudes entre 2000-3600 m. As folhas sdo partidas em
tr€s lobulos ovados, agudos no apice, com 6-17 cm de comprimento e 7
a 22 cm de largura. As flores sdo do tipo tubulosas, com pétalas e
sépalas de coloracdo rosa e os frutos apresentam um formato
diferenciado da maioria das outras espécies de Passiflora, sendo
oblongos e ovoides (até 12 cm), com um formato similar a banana, o
que faz que esta espécie também seja conhecida em alguns paises como
‘banana passionflower’ (Figura 2). Os seus frutos sdo amplamente
utilizados na Colombia, principalmente para a prepara¢do de sucos
(ASTURIZAGA et al., 2006; ESCOBAR, 1988; PRIMOT et al., 2005;
RAMIREZ, GONZALEZ, 1997).

Figura 2 - Flor, folhas e frutos de P. tripartita var. mollissima.

'S

Fonte: autor.

P. quadrangularis Linn, (Figura 3) espécie cultivada na
América tropical, inclusive na Colombia e no Brasil, ¢ conhecida como
‘badea’ (Colombia) ou ‘maracuja-gigante’ (Brasil). Geralmente ¢
cultivada em regides de clima quente e umido, com altitude entre 400 e
1500 metros. As folhas sdo inteiras, ovadas ou ovado-oblongas, com 10-
20 cm de comprimento e 8-15 cm de largura. As flores apresentam
pétalas e sépalas lilas na fase dorsal e carmim na fase ventral, com uma
série de elementos filamentosos (coroa), de coloragdo roxa-avermelhada
e branca na parte inferior, roxo a azul na parte superior. Os frutos sdo
grandes quando comparados aos demais frutos de espécies de Passiflora
(aproximadamente 30 cm de comprimento e 12 cm de largura) e
apresentam coloragdo verde-amarelada, quando maduros e uma polpa de
sabor acido, utilizada para a preparagdo de sucos e sobremesas. Na
medicina popular brasileira, as folhas dessa espécie sdo utilizadas no
tratamento de hipertensdo, diabetes, como calmante e descongestionante
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(CARVALHO-OKANO;  VIEIRA, 2001; OSORIO; DUQUE;
FUJIMOTO, 2000; PIO CORREA, 1978).

Figura 3 - Flor, fruto e folhas de P. quadrangularis.

¥

" v AV
Fonte: http://www.tradewindsfruits.com; autor.

P. bogotensis Benth. (Figura 4) ¢ uma espécie silvestre que, de
modo geral, ndo ¢ empregada de forma ornamental e nem com fins
alimenticios. Descrita como espécie nativa da regido de Bogota,
raramente ¢ encontrada fora dessa regido. As flores apresentam pétalas
de colorag@o branca em ambas as faces, ¢ seus frutos sdo redondos e
pequenos (aproximadamente 2 cm de didmetro), com coloracdo verde
escura quando imaturos e cor marrom escura quando maduros. Dados da
literatura sobre P. bogotensis sdo escassos, tendo sido encontrado
apenas algumas referéncias populares sobre a possivel toxicidade de
seus frutos (PASSIFLORA, 2012). Destaca-se, entretanto, outro relato
etnofarmacolégico o qual descreve que “seus pequenos frutos sao
consumidos apenas por criancas em seus passeios” (ARBELAEZ,
1996).

Figura 4 - Folha, flores e frutos de P. bogotensis.

Fonte: http://www.passionflow.co.uk/passiflora-bogotensis.htm
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1.2 PRODUCAO COMERCIAL

No Brasil, as espécies de Passiflora que apresentam maior
interesse econdmico sdo P. alata (maracuja-doce) e P. edulis var
flavicarpa (maracuja-amarelo), ambas descritas na 5° edicdo da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), e que constituem as espécies
mais cultivadas no pais, para o consumo da fruta in natura (P. alata) e
para a producdo de sucos industrializados (P. edulis var. flavicarpa)
(REIS et al., 2000). Entretanto, apenas P. edulis var. flavicarpa (espécie
ndo investigada nesta tese) é amplamente cultivada em todo o Brasil
para fins industriais e representa 95 % dos pomares comerciais do
Brasil, considerado o maior produtor mundial deste fruto. Embora seja
originaria do Brasil, esta espécie é amplamente cultivada em varios
outros paises, inclusive na Colombia (COLOMBIA, 2011; REIS et al.,
2000; SATO et al., 1992).

Em 2002, Brasil e Colémbia ja figuravam entre os principais
paises produtores de maracuja, principalmente P. edulis var. flavicarpa,
representando 66% (450.000 toneladas) e 11% (75.000 toneladas)
respectivamente da producdo mundial de 640.000 toneladas
(NATIONAL JUICE PRODUCTS ASSOCIATION, 2003). Dados mais
recentes do IBGE (2007) mostram que a produgdo brasileira de
maracuja em 2007 foi superior a 660 mil toneladas, com 47.032 hectares
de area plantada.

A maior parte da produ¢do mundial de maracuja se destina a
satisfazer o consumo interno dos paises produtores, sendo o comércio
exterior relativamente residual. As exportagdes da Colombia, por
exemplo, representam menos de 2% do total da produgdo de frutos
frescos. Entretanto, o comércio mundial de suco concentrado de
maracuja possui maior peso que o de frutas frescas. Nesse caso, Brasil e
Colombia também se sobressaem pelas exportagcdes desses produtos,
possuindo como principais mercados consumidores paises da Unido
Europeia (CCI, 2002).

Dados mais recentes sobre a produgdo de espécies de Passiflora
em territorio colombiano mostram que as espécies mais cultivadas sdo
P. edulis var. flavicarpa (maracuya), P. ligularis (granadilla) e P.
tripartita var. mollissima (curuba), com 4areas plantadas de,
respectivamente, 5.950, 4.709 e 3.010 hectares (COLOMBIA, 2011).

A importancia economica do fruto do maracujazeiro esta
principalmente centrada na produgdo de suco concentrado, porém outros
alimentos s3o elaborados a partir do fruto, tais como: polpa para a
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elaboragdo de doces e outras formulagdes, néctares, concentrados para
sucos e refrigerantes, xaropes, sorvetes e geleias, dentre outros
(OLIVEIRA et al., 2002).

1.3 DADOS ETNOFARMACOLOGICOS

O uso de Passiflora na medicina tradicional ¢ relatado pela
primeira vez pelos exploradores espanhois, quando chegaram a América
Central e do Sul, em especial junto a cultura Azteca, no México
(LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1977). Acredita-se que a primeira descricao
seja de missionarios espanhois que estiveram no Peru, no ano de 1569,
onde encontraram uma planta muito singular, e que mais tarde veio a ser
nomeada por Lineu como P. incarnata (DER MARDEROSIAN, 2004).

A construgdao peculiar de suas flores fez com que os
missiondrios espanh6is nomeassem o género por visualizarem elementos
representativos do calvario de Jesus. A coroa simbolizaria a coroa de
espinhos, os cinco estames as feridas (chagas), os trés estigmas os
pregos na cruz, o ovario representaria o martelo, a gavinha simbolizaria
o chicote que acoitou Cristo e as cinco pétalas e as cinco sépalas os dez
verdadeiros apostolos. Por essa razdo, o nome popular ‘passionflower’
(do inglés, ‘flor-da-Paixdo’) (BLUMENTHAL; GOLDBERG,
BRINCKMANN, 2000; DER MARDEROSIAN, 2004).

Viarias espécies do género Passiflora sdo tradicionalmente
conhecidas no ambito da medicina popular de quase todos os paises
ocidentais. Além do amplo uso do fruto de algumas espécies pela
indistria alimenticia para fabrica¢des de sucos e derivados, conforme ja
citado anteriormente, também ha diversos relatos do uso terapéutico
popular dessas espécies em especial para as folhas (BARRIGA, 1975;
GHEDIRA; GOETZ; LE JEUNE, 2007, GUPTA, 1995; HOFFMANN,
2003; MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000).

Em relagdo a dados etnofarmacologicos, o uso das folhas de
espécies de Passiflora ocorre sob a forma de cha, principalmente como
calmante e suave indutor do sono (HOFFMANN, 2003; LORENZI,;
MATOS, 2008; PIO CORREA, 1978; SACCO, 1980).

Em literaturas do século XIX e XX, as espécies desse gé€nero
costumam ser frequentemente citadas entre as plantas de grande
emprego terapéutico popular. Martius (1854) descreve o uso de algumas
espécies de Passiflora em banhos e cataplasmas contra a erisipela e
afecgdes inflamatérias da pele. Da Cunha (1941) aponta que ervateiros
do estado da Bahia, desde muito, ja indicavam folhas ¢ sementes de
maracuja como sedativo e cardiotonico.
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Orth (1937), em um trabalho sobre o uso da flora medicinal do
Herbario Anchieta - Brasil, descreve que P. foetida era usada contra
moléstias de pele, P. alata juntamente com Aloe vera seriam de grande
utilidade contra o “marasmo”, P. ocellata, utilizada como anti-
helmintica e “anti-histérica” e ainda P. quadrangularis como emética,
sem citar contudo, a parte do vegetal utilizada.

Lewis e Elvin-Lewis (1977) descrevem que as folhas de P.
incarnata costumam ser prescrita como sedativa, para aliviar quadros de
insdnia, para o tratamento de certos tipos de convulsdes e espasmos.

Também de modo popular, outros usos sdo descritos para as
folhas, tais como vermifuga, abortiva, anti-hemorragico, para o
tratamento da tosse e para combater quadros de febre (MARTIUS, 1854;
PIO CORREA, 1978; TOURSARKISSIAN, 1980).

Contudo, apesar do grande numero de espécies de Passiflora
com uso popular, poucas estdo incluidas em Farmacopeias e sdo
utilizadas como componentes de medicamentos, destacando-se P. alata
Curtis. e P. edulis no Brasil, P. tripartita var. mollissima na Coldmbia e
P. incarnata L., na América do Norte e na Europa. (BLUMENTHAL;
GOLDBERG, BRINCKMANN, 2000; BRASIL, 2010; INVIMA,
2009).

1.4 DADOS FARMACOLOGICOS

Com relacdo as atividades farmacologicas descritas para as
espécies de Passiflora, ha varios estudos em nivel pré-clinicos, mas
poucos ensaios clinicos que avaliem essas atividades.

A grande maioria dos estudos ¢é realizada com extratos das
folhas, podendo-se citar as atividades anti-inflamatodrias de P. incarnata
(BORRELLI et al., 1996), P. edulis var. flavicarpa (BENINCA et al.,
2007; MONTANHER et al, 2007; VARGAS et al, 2007
ZUCOLOTTO et al., 2009), P. alata (VARGAS et al., 2007) e P.
foetida (SASIKALA et al., 2011); atividade antioxidante para P. alata e
P. edulis Sims. (FERRERES et al., 2007; DA SILVA et al., 2013; DE
SOUZA et al., 2012; RUDNICK et al., 2007a); hepatoprotetora para P.
alata (RUDNICK et al., 2007b); atividade anti-hiperglicémica de P.
mollissima (EDWIN et al., 2007) e P. incarnata (GUPTA et al., 2012).

Poucos sdo os trabalhos que avaliam atividades dos frutos de
Passiflora, ocorrendo estudos que descrevem a atividade anti-
hipertensiva do pericarpo de P. edulis Sims var. edulis ICHIMURA et
al., 2006; ZIBALDI et al., 2007) e de P. edulis var. flavicarpa (KONTA
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et al., 2013) e, ainda, a redug¢do dos niveis de colesterol a partir da
ingestdo da farinha da casca de P. edulis (RAMOS et al., 2007).

Resultados obtidos pelo nosso grupo na avaliagdo da atividade
neurofarmacolégica em camundongos para o pericarpo dos frutos da
espécie P. edulis var. flavicarpa demonstraram efeitos tipo-ansiolitico e
sedativo do extrato aquoso ¢ fragdo butanolica, sendo observada
correlagdo dessas atividades com a presenga de flavonoides C-
glicosideos nesses extratos, entre os quais isoorientina, vicenina-2,
spinosina e 6,8-di-C-glicosil-crisina (SENA et al., 2009).

Apesar das diversas propriedades farmacoldgicas atribuidas as
espécies do género Passiflora, a investigagdo de suas agdes junto ao
Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ descrita com maior frequéncia,
apresentando inclusive um niimero crescente de trabalhos (BARBOSA
et al, 2008; DENG et al, 2010, DE PARIS et al., 2002;
GRUNDMANN et al., 2008; LOLLI et al., 2007; MALUF et al., 1991;
OGA et al., 1984; REGINATTO et al., 2006; SAMPATH et al., 2011;
SANTOS et al., 2006; SENA et al., 2009; SPERONI; MINGHETTI,
1988).

A espécie P. incarnata é a que apresenta maior quantidade de
estudos acerca de atividades neurofarmacoldgicas, sendo a tnica espécie
para qual ja foram realizados estudos clinicos, ainda que modestos em
sua quantidade.

Em nivel pré-clinico, extratos das folhas dessa espécie
apresentaram efeitos anticonvulsivante (ELSAS et al., 2010; NASSIRI-
ASL et al., 2007; SPERONI et al., 1996b), tipo-ansiolitico (CHITRA et
al., 2009; SPERONI et al., 1996b) e sedativo (SPERONI et al., 1996).
Extratos das flores de P. incarnata também apresentaram atividade tipo-
ansiolitica (GRUNDMANN et al., 2008; SAMPATH et al., 2011).

Especificamente para as espécies estudadas nesta tese, os dados
farmacologicos sdo descritos a seguir:

O primeiro trabalho sobre avaliagdo de atividade farmacologica
de P. alata foi realizado por Oga e colaboradores (1984), o qual
descreveu algumas atividades neurofarmacologicas em ratos, com
administragdo via intraperitoneal. Foi observado que o extrato fluido das
folhas promoveu redugdo da atividade locomotora na dose de 150
mg/kg. Os autores também descrevem um prolongamento do sono
induzido por pentobarbital sédico e um aumento do tempo de laténcia
das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, ambos os resultados nas
doses de 75 e 150 mg/kg. Em relagdo a toxicidade, os autores
encontraram como valor de DLsy para o extrato de 456 mg/kg, também
via i.p..
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Um estudo comparativo entre extratos hidroetanolicos das
folhas das espécies P. alata e P. edulis avaliou a atividade tipo-
ansiolitica em ratos, ambos administrados intraperitonialmente. Os
resultados mostraram que os extratos de ambas as espécies foram ativos
nas doses 100 e 150 mg/kg, no entanto, o extrato de P. edulis também
foi ativo em menor dose (50 mg/kg). Ao mesmo tempo, a analise
quantitativa por espectrometria no UV indicou que o extrato de P. edulis
possuia o dobro de teor de flavonoides totais, o que poderia estar
relacionado a diferente resposta farmacoldgica observada (PETRY et al.,
2001). Estudo semelhante foi realizado por De-Paris ¢ colaboradores
(2002), diferenciando-se por avaliar o efeito de extratos aquosos dessas
mesmas espécies, ao invés de extratos hidroetanolicos. Os resultados
obtidos também se assemelham, no que condiz a via de administragdo,
ao efeito farmacologico e dose, ao trabalho anterior de Petry e
colaboradores (2001).

Posteriormente, outro estudo do mesmo grupo avaliou o efeito
ansiolitico do extrato aquoso das folhas de P. alata seco por ‘spray-
dried’ em ratos, por via oral, com ou sem a utilizagdo de excipientes.
Tanto o extrato puro (640 mg/kg) como o que recebeu a adi¢do de
excipientes (800 mg/kg) apresentou atividade tipo-ansiolitica
(REGINATTO et al., 2006).

Provensi e colaboradores (2008) observaram efeitos tipo-
ansioliticos para o extrato hidroetanolico das folhas de P. alata, na dose
de 300 mg/kg, via oral em camundongos. No entanto, para o extrato
aquoso nao foi observado esse efeito, nas doses de 300 e 600 mg/kg.
Neste mesmo trabalho, os autores observaram atividade sedativa, tanto
para o extrato hidroetanolico como para o extrato aquoso, nas doses de
300 e 600 mg/kg, administrados via oral, no teste do sono induzido por
pentobarbital. Os efeitos sedativos observados corroboram com outro
estudo realizado previamente por Romanini e colaboradores (2006), que
j& haviam descrito esse efeito para o extrato hidroetanolico das folhas de
P. alata, na dose de 300 mg/kg, nos modelos de labirinto em cruz
elevada e no teste do campo aberto.

Barbosa e colaboradores (2008) avaliaram a agdo tipo-
ansiolitica e o processo de formagdo de memoria de extratos aquosos de
P. alata e P. edulis var. flavicarpa nas doses 25, 50, 100 e 150 mg/kg
em ratos (i.p.), usando o modelo de labirinto em cruz elevada e de
esquiva inibitoria, respectivamente. P. alata induziu efeito ansiolitico
somente nas doses mais altas de 100 e 150 mg/kg enquanto P. edulis foi
ativo também na dose de 50 mg/kg, de forma semelhante aos resultados
apresentados por Petry e colaboradores (2001). A memoria ndo foi
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afetada em nenhuma das doses, diferentemente do diazepam, que
interferiu no processo de formagdo de memoria em ratos. Os resultados
sugerem que o extrato aquoso de ambas as espécies de Passiflora
induziram efeito ansiolitico em ratos, sem afetar o processo de formagéo
da memoria.

Extratos hidroetanolicos das folhas de P. alata também foram
avaliados em relacdo a atividade antioxidante, sendo observado efeitos
em modelos in vitro (TRAP) e ex vivo (usando FeSO4 como indutor de
estresse oxidativo em fatias de figado) (RUDNICKI, 2007a). Os
mesmos autores também descrevem efeito hepatoprotetor deste mesmo
extrato quando administrados via oral em ratos nas doses de 1 e¢ 5
mg/kg, previamente a administracdo de tetracloreto de carbono
(RUDNICKI, 2007b). A atividade antioxidante do extrato metanoélico da
polpa de P. alata é descrita na captagdo de espécies reativas de oxigénio
em modelo de neutrofilos estimulados (ZERAIK et al., 2011).

Estudos farmacologicos de toxicidade da espécie P. alata
descrevem a avaliacao da toxicidade reprodutiva de extratos aquosos das
folhas desta espécie em ratos fémeas, ndo sendo observado efeitos
toxicos na dose de 800 mg/kg/dia, via oral (AMARAL; SCHENKEL,
2001). Mais recentemente, Boeira e colaboradores (2010) demonstraram
auséncia de efeitos toxicos em doses de até 4800 mg/kg em dose Unica
via oral em camundongos, ou 300 mg/kg via oral em ratos, durante 14
dias. Entretanto indicios de genotoxicidade foram observados com a
administragdo aguda do extrato (150 — 600 mg/kg, v.0.), que provocou
aumento significativo no indice e frequéncia de dano no DNA em
células de cérebro, figado e sangue periférico e medula de camundongos
avaliados no ensaio cometa. Estudo posterior, com administracao
repetida do extrato por via oral durante 15 dias ndo alterou pardmetro
comportamentais em camundongos, entretanto, animais tratados com
dose de 250 mg/kg apresentaram alteracdo no comportamento alimentar,
0 que comprometeu seu ganho de peso quando comparado aos demais
grupos, apresentando inclusive indicios de toxicidade hepatica (BRAGA
et al., 2013).

Para P. quadrangularis, sdo escassos os trabalhos na literatura
sobre suas atividades farmacolodgicas. Foi encontrado apenas um estudo
sobre atividades no SNC, no qual ¢ relatada a atividade tipo-ansiolitica
do extrato hidroetanolico das folhas dessa espécie quando administrada
por via oral em ratos, na dose de 100, 250 e 500 mg/kg, ndo sendo esse
mesmo efeito observado para o extrato aquoso (CASTRO et al., 2007).

Também raros sdo os trabalhos na literatura para a espécie P.
tripartita var. mollissima, tendo sido encontrado apenas um estudo



51

farmacolégico para essa espécie, o qual descreve atividade anti-
hiperglicémica do extrato etanolico das partes aéreas em ratos,
administrado via intraperitoneal, nas doses de 100 e 200 mg/kg.
(EDWIN et al., 2007).

Os poucos estudos clinicos que ocorrem para o género
Passiflora, dizem respeito as atividades sedativa e ansiolitica de P.
incarnata.

Um estudo duplo-cego controlado com placebo com 41
pacientes mostrou efeito sedativo observado pela melhora na qualidade
do sono, apos a ingesta do extrato aquoso padronizado a partir de
diversas partes da planta, na forma de bolsas contendo planta moida para
o preparo de chd, durante uma semana (NGAN; CONDUIT, 2011).

A atividade ansiolitica em nivel clinico foi avaliada em dois
estudos. Em um estudo duplo-cego randomizado, 36 pacientes
receberam um medicamento a base de P. incarnata (Passipay® gotas),
via oral, tendo sido observado uma melhora no controle do transtorno de
ansiedade generalizada (AKHONDZADEH et al., 2001). Outro estudo
demonstrou que o mesmo medicamento (Passipay® gotas) também
apresentou reducdo da ansiedade pré-operatdoria em pacientes
ambulatoriais (n = 60), em um estudo do tipo duplo-cego, controlado
por placebo (MOVAFEGH et al., 2008).

1.5 DADOS QUIMICOS

As espécies de maracuja apresentam grande diversidade na
composi¢do quimica, destacando-se entre os principais componentes
descritos os flavonoides (LI et al., 2011; ULUBELEN et al., 1982b,c;
ZUCOLOTTO et al.,, 2012), saponinas (DOYAMA et al.,, 2005;
ORSINI; PELIZZONI; VEROTTA, 1985; REGINATTO et al., 2001),
alcaloides (LUTOMSKI, MALEK, 1975; LUTOMSKI, MALEK,
RYBACKA, 1975) e glicosideos cianogenéticos (JAROSZEWSKI et
al., 2002; SEIGLER et al., 2002; SPENCER; SEIGLER, 1983).

As espécies que possuem maior numero de estudos na literatura
sob o ponto de vista quimico sdo P. incarnata e P. edulis Sims,
enquanto outras espécies foram menos investigadas, como P. tripartita
var. mollissima e P. bogotensis. Em uma revisdo sobre o género
Passiflora, Dhawan e colaboradores (2004) citam os principais
metabolitos secundarios relatados para estas espécies. Destacam-se os
trabalhos com a espécie P. incarnata, havendo também estudos
quimicos para as espécies P. quadrangularis, P. foetida, P. actinia. P.
alata e P. edulis. Cabe destacar que para a espécie P. edulis, a maioria
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dos trabalhos ndo fazem mengdo a variedade investigada (P. edulis var
flavicarpa ou P. edulis var edulis).

A seguir sdo apresentadas as principais classes de metabdlitos
secundarios presentes em Passiflora, descrevendo de maneira mais
detalhada os flavonoides C-glicosideos e saponinas, principais
metabolitos de estudo dessa tese.

1.5.1 Flavonoides C-glicosideos

Entre os principais metabdlitos secundérios de interesse
farmacéutico destacam-se os flavonoides. Esses compostos fenolicos
sdo de grande distribuicdo no reino vegetal, estando presentes em uma
ampla diversidade de frutas, vegetais, sementes e bebidas. Estudos
indicam que o consumo didrio destes compostos seja de 0,5 a 2 g por
individuo (DESCHNER, 1992; GALATI; O’BRIEN, 2004).

Revisdes sobre a classe dos flavonoides de um modo geral
podem ser encontradas na literatura (ANDERSEN; MARKHAM, 2006;
HARBONE; MABRY: MABRY, 1975; HARBONE; WILLIAMS,
2000; QUIDEAU et al., 2011; STALIKAS, 2007; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2011). Em continuagdo, serdo abordados aspectos
especificos sobre flavonoides C-glicosideos.

1.5.1.1 Generalidades

Apesar de uma enorme gama de variagdes estruturais, a
natureza dos diversos nucleos flavonicos apresenta 15 atomos de
carbono distribuidos em trés anéis, com distribui¢do do tipo Cs-C5-Cg €
identificados como anéis A, C e B, respectivamente (Figura 5). Nas
espécies vegetais, os nucleos dos flavonoides, também chamados
agliconas ocorrem na forma livre ou, mais frequentemente, sob a forma
de glicosideos, nos quais se encontram conjugados com unidades de
acucar. Essa ligagdo pode ocorrer através de uma hidroxila,
normalmente nas posi¢des C-3 C-4’ ou C-7, originando os chamados O-
glicosideos ou ainda através de um atomo de carbono, principalmente
nas posigdes C-6 ou C-8, originando os C-glicosideos, como mostrado
na Figura 5 (JAY, VIRICEL, GONNET 2006; TALHI; SILVA, 2012).

Figura 5 - Exemplos de estruturas de flavonoides O- e C-glicosideos
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Referéncia: Jay, Viricel, Gonnet (2006).

A primeira descri¢do de flavonoides C-glicosilados ocorreu por
volta no século XIX com o isolamento de escoparina em 1851, da
espécie Sarothamnus scoparius, entretanto sua identificacdo estrutural
ocorreu quase um século depois (CHOPIN et al., 1968). Um estudo mais
intensivo de flavonoides C-glicosideos ocorreu somente ao final dos
anos 1950, com o isolamento de orientina e seu isOmero isoorientina a
partir de Polygonum orientale (HORHAMMER; WAGNER;
GLOGGENLESSER, 1958 apud BANDYUKOVA; YUGIN, 1981).

Flavonoides C-glicosideos sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal, havendo sido relatados em bridfitas, pteridofitas,
gimonospermas, angiospermas monocotiledénias e angiospermas
dicotiledonias. Também ¢ descrita a presenga dessas substincias em
algas verdes. Qualquer parte do vegetal pode ser fonte de flavonoides C-
glicosideos, mas eles sdo mais frequentemente encontrados nas partes
aéreas. Em diversos casos, ocorre que os flavonoides C-glicosideos
coexistem nos vegetais com flavonoides O-glicosideos (TALHI;
SILVA, 2012).

A rota biossintética de flavonoides tem sido um dos sistemas
metabolicos mais intensivamente estudados em plantas. Entretanto, a
biossintese para a classe dos flavonoides C-glicosideos ainda ndo ¢
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totalmente clara. Estudos recentes tem demonstrado que a glicosilagdo
dos flavonoides ocorre por meio de enzimas especificas, chamadas C-
glicosiltransferase ou O-glicosiltransferase, originando os flavonoides C
e O-glicosideos, respectivamente (HAMILTON et al., 2009).

1.5.1.2 Subdivisao dos flavonoides C-glicosideos

Os flavonoides C-glicosideos podem ser divididos em quatro
grupos principais: mono-C-glicosilflavonoides, di-C-glicosilflavonoides,
O-glicosil-C-glicosilflavonoides e O-acil-C-glicosilflavonoides
(Quadro 1). Entre os flavonoides mono-C-glicosideos, cinco tipos sdo
descritos, as C-glicosilflavonas, tipo mais importante e amplamente
descrito, além de C-glicosilflavonols, C-glicosilflavanonas, C-
glicosilisoflavonas e C-glicosildihidrochalconas. Ja os demais grupos de
flavonoides C-glicosideos, sdo em sua grande maioria, derivados do
nicleo flavona (CHOPIN; BOUILLANT, 1975; JAY; VIRICEL;
GONNET, 2006).

Quadro 1 - Grupos principais dos flavonoides C-glicosideos e
exemplos de estruturas

HO,

Mono-C-
glicosilflavonoides:
Caracteriza-se por possuir
uma unica unidade de agucar
unida a agliconas por meio
de uma ligagdo carbono-
carbono, principalmente nas
posicdes C-6 e C-8.

vitexina



Di-C-glicosilflavonoides:
Caracteriza-se por possuir
duas moléculas de agucar
conjugadas a aglicona.

0O-glicosil-C-

glicosilflavonoides:
Caracteriza-se por
substituicdo  O-glicosidica

através de uma hidroxila
fendlica  pertencente  ao
nucleo do flavonoide e/ou
através de uma hidroxila da
unidade C-glicosidica.

O-acil-C-
glicosilflavonoides:
Caracteriza-se ~ por  pelo
menos um grupamento acila
conjugado a molécula do
flavonoide C-glicosideo em
varias posigdes possiveis.

H OH (e}
vicenina-2

HO,

HO

OH (o]
2”’-0-ramnosil-vitexina

HO OH

HsC o OH

HO. 0.

OH o
2”°-0-acetil-vitexina

Fonte: Jay, Viricel, Gonnet (2006).

1.5.1.3 Estabilidade dos flavonoides C-glicosideos
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Uma das caracteristicas quimicas mais especificas dessas
substancias ¢ a resisténcia a hidrdlise acida, a qual resulta da ligagdo da
unidade de agucar ocorrer diretamente no ntcleo flavonico por meio de
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uma ligagdo carbono-carbono (CHOPIN; BOUILLANT, 1975; JAY;
VIRICEL; GONNET, 2006).

O tratamento acido dessas substdncias, em especial das 5-
hidroxi-C-glicosilflavonas, ocasiona uma isomeriza¢do acida, resultante
de um rearranjo de Wessely-Moser (Figura 6), envolvendo a abertura
do anel pirona (anel C) seguido do fechamento desse anel, com a
participacdo de uma das duas hidroxilas fenolicas em posi¢ao orto ao
grupo carbonila. Em geral, apds esse processo € produzida uma mistura
desses dois isomeros (CHOPIN; BOUILLANT, 1975; MARKHAM,
1982).

Figura 6 - Rearranjo de Wessley-Moser em flavonoides C-glicosideos

Referéncia: Chopin; Bouillant (1975).

No caso de O-glicosil-C-glicosilflavonoides, com uma segunda
unidade de agucar na molécula, a hidrolise acida leva a produgdo, em
um primeiro momento, de mono-C-glicosilflavonoides. O produto dessa
reacdo pode ser observado por CCD, ou ainda, no caso do O-glicosideo
ser em uma hidroxila fenolica, a reagdo pode ser observada também pelo
efeito hipsocromico do maximo de absor¢do em seu espectro UV (JAY,
VIRICEL, GONNET, 2006; MARKHAM, 1982).
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1.5.1.4 Metabolismo e biodistribuicdo dos flavonoides C-glicosideos

A absor¢@o e metabolizacdo de flavonoides glicosilados ainda
ndo sdo totalmente claras. H4 muitos anos, um dos principais
flavonoides estudados em sistemas bioldgicos € a quercetina e seus
glicosideos, flavondis presentes em diversas espécies vegetais
empregadas na medicina tradicional e na fitoterapia, ¢ também se
assumiu que os glicosideos de quercetina deveriam ser hidrolisados
pelas bactérias intestinais previamente a absor¢do, com a consequente
absorcdo da agliconas quercetina. Atualmente, com o wuso de
metodologias mais sensiveis e seletivas, sabe-se que de modo geral os
flavonoides O-glicosideos sofrem hidrdlise seguido de processos de
conjugacdo durante seu processo de absor¢do e circulagdo
(BHATTARAM et al., 2002).

Ja a biodisponibilidade particularmente dos flavonoides C-
glicosideos ndo ¢ muito bem compreendida e existem poucos estudos
sobre sua absor¢dao em humanos (TALHI; SILVA, 2012).

O metabolismo e distribuicdo tecidual de orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina, obtidas a partir das folhas do bambu foram
investigados em ratos. Apos a administragdo oral do extrato etanolico
30% (1,0 g/kg), as quatro flavonas C-glicosidicas foram fracamente
absorvidas no trato gastrointestinal, sendo que mais de 50% destes
compostos foram excretados em sua forma original. No entanto, os
resultados sugerem que estes compostos permanecem no célon tempo
suficiente para executar acdo antioxidante e sequestradora de radicais
livres. Além da excrecdo em sua forma original, algumas moléculas
pequenas, como floroglucinol, acido 3-(4’-hidroxifenil)-propionico
foram identificadas como metabdlitos das flavonas C-glicosidicas
(Figura 7) (ZHANG et al., 2007).

Essas moléculas sdo resultado de hidrolise via deglicosilacdo e
abertura do anel C do esqueleto flavonico, realizadas por
microrganismos intestinais (HATTORI et al., 1988; ZHANG et al.,
2007).

Figura 7 — Estruturas dos possiveis metabdlitos originarios de
flavonoides C-glicosideos. (HATTORI et al., 1988; ZHANG et al.,
2007)
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OH OH

HO OH
HOOC

floroglucionol acido 4-hidroxifenilpropionico
R=HouOH

Referéncia: Hattori e colaboradores (1988); Zhang e colaboradores
(2007).

Estudos de absor¢cdo de aspalatina (di-hidrochalcona-C-
glicosideo, Figura 8) em humanos demonstrou que esse flavonoide C-
glicosideo ¢ metilado e glicuronidado in vivo em sua forma intacta,
ambos 0s processos ocorrendo a partir de reacdes enzimaticas no
intestino e figado. Uma das formas metiladas, com ou sem
glicuronidacdo, foi detectado usando CLAE-MS/MS na urina de
humanos, demonstrando que a deglicosilagdo ndo é um pré-requisito
para a absorcdo deste tipo de flavonoide (COURTS; WILLIAMSON,
2009).

Figura 8 — Estrutura do flavonoide C-glicosideo aspalatina

OH

HO, I OH l OH
Gl
OH ¢]

Gli = glicose.
Referéncia: Courts e Williamson (2009).

Alguns estudos vém buscando desenvolver métodos
apropriados para a deteccdo em plasma sanguineo ou ainda a
biodistribuicdo de alguns flavonoides C-glicosideos, apds a
administragdo desses por diferentes vias, visando o seus empregos em
futuros ensaios de farmacocinética.
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Spinosina, um dos flavonoides majoritarios de Semen ziziphi
spinosae, espécie principal da preparagdo medicinal tradicional chinesa
chamada ‘Suanzaoren’, foi determinada no plasma sanguineo de ratos
por CLAE 6 horas apos a administragcdo de um decocto de ‘Suanzaoren’
(36 g/kg) por via oral. A concentragdo maxima desse flavonoide no
sangue do animal foi de 400 ng/mL, observada apos 6 horas (LI et al,
2003).

Outro estudo buscou detectar, também por CLAE, a
concentracdo dos flavonoides 2’’-O-ramnosil-vitexina e 4°’-O-glicosil-
vitexina no plasma sanguineo de ratos apds a administragio intravenosa
de uma fragcdo de folhas de Crataegus sp. enriquecida em flavonoides.
As doses administradas dessa fragdo foram de 10, 20 ¢ 40 mg/kg
(equivalente a 0,61, 1,22, 2,45 mg/kg de 4°’-O-glicosil-vitexina e 1,40,
2,80, 5,60 mg/kg de 2°’-O-ramnosil-vitexina). Os resultados mostraram
que a concentragdo plasmatica desses flavonoides foi proporcional a
dose administrada, ao longo de todo o experimento (MA et al., 2007).

Em trabalho posterior, a distribui¢do tecidual de 2’’-O-
ramnosil-vitexina, previamente isolada também das folhas de Crataegus
sp., foi avaliada ap6s a administracdo de uma dose de 30 mg/kg desse
composto, pelas vias oral e intravenosa, em camundongos. Os autores
observaram que os maiores niveis desse flavonoide foram detectados na
vesicula biliar, quando administrado via intravenosa, € no intestino e
estdmago, quando administrado via oral (DU et al., 2011).

A distribui¢do tecidual de isovitexina também foi avaliada, a
partir da administrag@o intravenosa em ratos, na dose de 18,75 mg/kg da
substancia pura. A deteccdo por CLAE do flavonoide, em sua forma
original, foi possivel até 60 minutos apds administragdo, em tecidos
como rins, figado, pulmdo, coracdo e cérebro (YAN et al., 2011).

1.5.1.5 Flavonoides C-glicosideos em espécies de Passiflora

Os flavonoides C-glicosideos estdo entre as principais classes
de metabolitos secundarios descritos para o género Passiflora,
ocorrendo em diversas espécies tais como P. incarnata, (MARCHART;
KRENN; KOPP, 2003; QIMIN et al., 1991; REHWALD et al., 1994),
P. edulis (MARECK et al., 1991; ZUCOLOTTO et al., 2009), P. alata
(DOYAMA et al, 2005; MULLER et al, 2005), P. foetida
(ULUBELEN, 1982¢), P. tripartita var. mollissima (SIMIRGIOTIS et
al., 2013; ZUCOLOTTO et al., 2012).

Na Tabela 1 sdo apresentados os flavonoides descritos para as
espécies P. incarnata e P. edulis var. flavicarpa, que sdo as espécies
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com maior numero de flavonoides C- glicosideos descritos. A Figura 9
e 10 apresentam as estruturas desses compostos ¢ suas unidades de

acucar, respectivamente.

Tabela 1 - Flavonoides C- glicosideos descritos para P. incarnata e P.

edulis var. flavicarpa.

Flavonoide C-

Espécie P;ll: Iel tga glicosideo Referencia*
P. incarnata folhas vitexina SCHILCHER,
isovitexina 1968
orientina
isoorientina
7-0-glicosil-
isovitexina
schaftosideo GEIGER ¢
1soschaftosideo MARKHAM,
2’-0-glicosil- 1986; QIMIN et
isovitexina al., 1991.
27’-0-glicosil-
isoorientina
vicenina-2
lucenina-2
REHWALD:
swertisina MEIER;
STICHER, 1994
2’-0-glicosil- RAHMAN et al.,
isoscoparina 1997
6-C-glicosil-8-C- CHIMICHI et al.,
ribopiranosil-apigenina 1998
P. edulis folhas e schaftosideo MARECK;
frutos isoschaftosideo GALENSA;
vitexina HERRMANN,
isovitexina 1990
orientina
isoorientina
6-C-quinovosil- MARECK et al.,
luteolina 1991
6-C-fucosil-luteolina
6,8-di-C-glicosil-crisina ~ ZUCOLOTTO et
vicenina-2 al., 2009.
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spinosina

folhas e 4’-0-B-D- XU etal., 2013
ramos glicopiranosil-8-C-f3-
digitoxosil-luteolina
8-C-B-
digitoxopiranosil-
apigenina
8-C-B-
digitoxopiranosil-
luteolina
8-C-B-boivinopiranosil-
apigenina
8-C-B-
boivinopiranosil-
luteolina

*: Sd0 mencionados apenas os trabalhos que correspondem as primeiras
descrigdes de cada composto para a respectiva espécie.

Figura 9 — Estruturas dos flavonoides C-glicosideos descritos P.
incarnata e P. edulis var. flavicarpa, listados na Tabela 1.

Flavonoide C- Aglicona R, R, R; R4 Rs
glicosideo
vitexina apigenina  H gli H OH H
isovitexina apigenina  gli H H OH H
orientina luteolina H gli OH OH H
isoorientina luteolina gli H OH OH H
schaftosideo apigenina  ara gli H OH H
isoschaftosideo apigenina  gli ara H OH H
swertisina apigenina  gli H H OH CH;
spinosina apigenina  gli- H H OH CH;

O-
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saponarina
2”-0-glicosil-
isoescoparina

2”-0-glicosil-
isovitexina

2”-0-glicosil-
isoorientina

vicenina-2
lucenina-2
7-0-glicosil-
apigenina
6-C-quinovosil-
luteolina
6-C-fucosil-
luteolina
6,8-di-C-glicosil-
crisina
4 9 ,_0_
glicopiranosil-8-
C-digitoxosil-
luteolina
8-C-
digitoxopiranosil-
apigenina
8-C-
digitoxopiranosil-
luteolina
8-C-
boivinopiranosil-
apigenina
8-C-
boivinopiranosil-
luteolina

apigenina
crisoeriol

apigenina

luteolina

apigenina
luteolina
apigenina
luteolina
luteolina

crisina

luteolina

apigenina

luteolina

apigenina

luteolina

gli
gli
gli-
O-
gli
gli-
O-
gli
gli-
O-
gli
gli
gli

qui

gli

T

gli
gli

gli

dig-
O-gli

dig

boi

boi

O-
CH;

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH

OH

OH

OH
OH
OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

gli

© o

b = = T

gli = glicose; ara = arabinose; xil = xilose; qui = quinovose; ram =

ramnose; fuc = fucose; dig = digitoxose; boi = boivinose.
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Em relagdo aos agucares dos flavonoides C-glicosideos, sdo
encontrados principalmente glicose, entretanto outros aglicares também
sdo descritos, como ramnose ¢ xilose, ¢ ainda, algumas hexoses mais
raras sdo também encontradas, como digitoxose e boivinose, que sdo 2-
deoxiagucares de ocorréncia mais restrita (Figura 10).

Figura 10 - Estruturas das unidades de agticares descritas para os
flavonoides C-glicosideos em Passiflora. (CHOPIN; BOUILLANT,
1975)

OH
a-L-ramnose

S-D-fucose S-D-quinovose

6 OH 6
CH3 CHs

OH OH
[-digitoxose [-boivinose

Referéncia: Chopin; Bouillant (1975).

Especificamente abordando as espécies estudadas nesse
trabalho, para as folhas de P. alata ja foram descritas a presenga de
isovitexina, vitexina, orientina, 2’’-O-xilosil-vitexina (ULUBELEN et
al., 1982b) rutina, isoorientina (PEREIRA et al., 2004), 2’’-O-ramnosil-
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vitexina,  2”’-O-ramnosil-escoparina ¢  2’’-O-ramnosil-orientina
(DOYAMA et al., 2005) (Figura 11).

Para o pericarpo do fruto dessa espécie, ¢ descrita a presenga de
2”’-O-ramnosil-vitexina (ZUCOLOTTO et al., 2012).

Figura 11 - Flavonoides C-glicosideos descritos para P. alata.

Flavonoides R, R, R;
isovitexina gli H H
vitexina H gli H

orientina H gli OH

isoorientina gli H OH

2’’-O-xilosil-vitexina H gli-O-xil H
2”’-O-ramnosil-vitexina ~ H  gli-O-ram H
2’’-O-ramnosil-escoparina  H gli-O-ram OCH;
2”’-O-ramnosil-orientina  H gli-O-ram  OH
gli = glicose; xil = xilose; ram = ramnose.
Referéncia: Doyama e colaboradores (2005); Pereira e colaboradores
(2004); Ulubelen e colaboradores (1982a).

Para P. quadrangularis, até o presente ano ndo haviam sido
descritos flavonoides C-glicosideos em sua composi¢do quimica.
Entretanto, durante a elaboragdo desta tese, foi publicado um estudo que
apresenta analises por CLAE-DAD-ESI-MS/MS de diversas espécies de
Passiflora, entre elas de P. quadrangularis. Nesse trabalho, foram
identificados nas folhas dessa espécie os flavonoides 2’’-O-xilosil-
orientina, 2”’-O-xilosil-vitexina e 2’’-O-glicosil-vitexina (SAKALEM et
al., 2013) (Figura 12).
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Figura 12 - Flavonoides C-glicosideos identificados para a espécie P.

quadrangularis.
Ro
Rs
R1
HO o)
OH 0
Flavonoides R, R, R;

27’-O-xilosil-orientina  gli-O-xil OH OH
27’-O-xilosil-vitexina  gli-O-xil H OH
27’-O-glicosil-vitexina gli-O-gli H OH
gli = glicose; xil = xilose.
Referéncia: Sakalem e colaboradores (2013).

Em relagdo a P. tripartita var. mollissima, estudos recentes
realizados pelo nosso grupo demonstraram a presenga de flavonoides C-
glicosideos também para essa espécie. Ramos e colaboradores (2010)
isolaram e identificaram, a partir das folhas, um derivado de orientina
denominado como 4’-O-metil-8-C-(6"’-acetil)-glicopiranosil-luteolina,
descrito pela primeira vez na literatura. Posteriormente, Zucolotto e
colaboradores (2012) identificaram os flavonoides isoorientina,
orientina, isovitexina, vitexina, swertisina e vicenina-2 nas folhas dessa
espécie, e isoorientina, orientina, isovitexina observadas também no
pericarpo dos frutos (Figura 13).

Durante a conclusdo desta tese, foi publicado um estudo
quimico dos frutos dessa espécie, no qual foram isolados os flavonoides
4’-O-metil-8-C-(6"-acetil)-glicopiranosil-luteolina, schaftosideo,
vicenina-2, orientina e vitexina a partir da casca dos frutos por
Cromatografia Contracorrente, ¢ por CLAE-DAD-ESI-MS, identificou
outros dezoito flavonoides C-glicosideos e quatro flavonoides O-
glicosideos nas cascas e polpa dessa espécie (Figura 13)
(SIMIRGIOTIS et al., 2013).
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Figura 13 - Flavonoides identificados para a espécie P. tripartita var.
mollissima.

Flavonoides Ri R, Rj Ry Rs

vicenina-2 gli gl H OH H
swertisina gi H H OH CH;

orientina H gli OH OH
isoorientina gi H OH OH
vitexina H gl H OH

isovitexina gi H H OH
schaftosideo ara gli H OH

ara = arabinose, gli = glicose
HaC

enjijanjijaniianian

OH 0
4’-0O-metil-8-C-(6°’-acetil)-glicopiranosil-luteolina

Referéncia: Ramos e colaboradores (2010); Simirgiotis e colaboradores
(2013); Zucolotto e colaboradores (2012).
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1.5.2  Saponinas

Saponinas constituem uma importante classe de metabdlitos
secundarios relatados para algumas espécies do género Passiflora. Esse
grupo de substancias tem sido de grande interesse farmacéutico, seja
como adjuvante em formulac¢des, componente ativo de drogas vegetais,
ou ainda como matéria-prima para sintese de esteroides (SCHENKEL,
GOSMANN, ATHAYDE, 2011).

O nome ‘saponina’ deriva da palavra latina ‘sapo’ (sabdo, em
portugués; ‘soap’, em inglés), e isso se deve a propriedade dessas
substancias de formar espumas estdveis em agua. Essa caracteristica fez
com que, por muitos anos, espécies ricas em saponinas fossem usadas
como sabao, inclusive refletindo em seus nomes cientificos e populares:
Saponaria officinalis (sapondria, ‘soapwort’ em inglés), Quillaja
saponaria (quilaia, ‘soapbark’ em inglés), Sapindus saponaria
(saboeiro, ‘soapberry’ em inglés), Sapindus mukurossi (‘soapnut’ em
inglés) (HOSTTETMANN; MARSTON, 1995).

Revisdes abrangentes sobre a classe das saponinas podem ser
encontradas na literatura (HOSTTETMANN; MARSTON, 1995;
JASTRZEBSKA, 2012; MAN et al., 2010; OLESZEK, 2002; SPARG;
LIGHT; STADEN, 2004). A seguir serdo abordados algumas
generalidades sobre saponinas.

1.5.2.1 Generalidades

A definicdo classica de saponinas ¢ baseada em suas
propriedades tais como a formacdo de espuma estavel em dgua,
atividade hemolitica, atividade toxica a peixes (ictiotoxicas) e por seu
amargor caracteristico. Entretanto, diversas saponinas ndo apresentam
tais propriedades, sendo que atualmente a sua defini¢do ¢ baseada na sua
estrutura quimica (SCHENKEL, GOSMANN, ATHAYDE, 2011).

Quimicamente as saponinas sdo glicosideos de alto massa
molecular, formadas por um nucleo apolar, denominado agliconas ou
genina, ¢ por uma porgdo polar, que corresponde a(s) unidade(s) de
acucar ligada ao mnucleo. Dependendo do tipo de nucleo/aglicona
presente, as saponinas sdo divididas em duas classes principais:
saponinas triterpénicas (compostas de 30 &atomos de carbono) ou
saponinas esteroidais (compostas por 27 atomos de carbono) (Figura
14). De acordo com essa por¢ao glicidica, quando ocorre a presenga de
apenas uma unidade de aguicar ou uma cadeia de agiicar em um unico
carbono da aglicona, as saponinas sdo chamadas monodesmosidicas.
Quando duas unidades de agucar ou duas cadeias de agucares
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encontram-se ligadas em carbonos diferentes do nicleo, essas saponinas
sd0 chamadas bidesmosidicas. (MAN et al.,, 2010; SCHENKEL,
GOSMANN, ATHAYDE, 2010).

Figura 14 - Dois principais nucleos encontrados em saponinas
29 30

m —_
Q

15

SR

3

RO

2,
“,
“,
“”

24 23

Classe esteroidal

Classe triterpénica
Referéncia: Hosttetmann e Marston (1995).

Em relagdo a biossintese desses compostos, tanto as saponinas
triterpénicas quanto esteroidais iniciam sua rota biossintética através da
via do Acetil-CoA, apresentando como principal intermediario o
esqualeno, estrutura formada a partir da condensacdo de unidades de
isopreno. A partir desse ponto, diferentes ciclizagdes do esqualeno
levam a formag¢do das diferentes classes de saponinas
(HOSTTETMANN; MARSTON, 1995).

Sparg, Light e Staden (2004) apresentaram uma extensa revisao
sobre atividades bioldgicas de saponinas. Entre os diversos estudos
apresentados, as principais atividades relatadas sdo atividade hemolitica,
anti-inflamatoria, antitumoral, citotoxica, antimicrobiana e antiviral.

Na literatura sdo encontrados alguns poucos trabalhos sobre
atividade de saponinas junto ao SNC, tendo sido descritos efeito
sedativo para as saponinas de Panax ginseng, assim como foi observado
efeito semelhante para saponinas de Colubrina asidtica, Ziziphus jujuba
e Cussonia barteri. (DUBOIS et al, 1986; HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995; WAGNER et al., 1983).

1.5.2.2 Saponinas em espécies de Passiflora

Em relagdo as saponinas presentes em espécies do género
Passiflora, um dos primeiros estudos para essa classe foi com o
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composto ‘passiflorina’, uma saponina glicosidica triterpénica, derivada
do nucleo cicloartano e com a presenga de um grupamento hemiacetal,
que foi isolada das folhas de P. edulis e posteriormente identificada
também em folhas de P. quadrangularis e P. mollissima
(BOMBARDELLI et al., 1975). Ainda para P. edulis, sdo descritas onze
saponinas, denominadas ciclopassiflosideos I — XI (YOSKHIKAWA et
al., 2000a,b). As estruturas destes compostos estdo apresentadas na
Figura 15.

Figura 15 - Estruturas da saponina ‘passiflorina’ e dos
ciclopassiflosideos I — XI

passiflorina
R;=R,=R;=R4 = OH; R5 = CO,-B-D-glicose

CHs

Ciclopassiflosideo I = R;= R;= Rs=H, R,=OH, Ry=gli
Ciclopassiflosideo II = R;= R,= R;=Rs= H, Ry= gli
Ciclopassiflosideo III= R;=R,=Rs=H, R;=R,= gli
Ciclopassiflosideo IV = R;=OH, R,=R;=Rs=H, R,=gli
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Ciclopassiflosideo V = R;=OH, R,=Rs=H, R;=R4=gli
Ciclopassiflosideo VII = R;=OH, R,=R;=H, R4=gli, Rs=p-OH
Ciclopassiflosideo VIII= R;= R,=R;=H, Ry=gli, Rs=p-OH
Ciclopassiflosideo IX = R;=R,=H, R;=R,=gli, Rs= p-OH
Ciclopassiflosideo X = Rj=R,=R;=H, R4=gli, Rs=0-OH
Ciclopassiflosideo XI = R;=R,=H, R;=R4=gli, Rs=a-OH

OH 0]

CHs

2
%
Z

HiC R4

Ciclopassiflosideo VI =R;=gli
Referéncia: Bombardelli e colaboradores (1975); Yoskhikawa e
colaboradores (2000a,b).

Para a espécie P. alata, ¢ descritas a presengca de quatro
saponinas de nucleo triterpénico, os acidos 3-O-B-D-glicopiranosil-
oleandlico, 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->3)-p-D-glicopiranosil-oleanolico
e 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->2)-B-D-glicopiranosil-oleanolico, além do
3,26-di-O-gentiobiosil-9,19-ciclolanost-24Z-en- 3pB,21,26-triol
(quadrangulosideo) e de uma saponina de nucleo esteroidal, o 3-O-B-D-
glicopiranosil-estigmasterol (Figura 16), isoladas a partir do extrato
hidroalcodlico das folhas desta espécie (DOYAMA et al., 2005;
REGINATTO et al., 2001).
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Figura 16 - Estruturas das saponinas descritas para P. alata.

1)) R = glicose
?2) R =glicose(1->3)glicose

4) R = gentiobi
3) R =glicose(1>2)glicose “ gentioblose

CHs

CHs

RO

(5) R=glicose
(1) 3-O-B-D-glicopiranosideo do acido oleandlico; (2) 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1->3)-f-D-glicopiranosideo do 4cido oleandlico; (3) 3-
O-B-D-glicopiranosil-(1->2)-f-D-glicopiranosideo do 4cido oleandlico;
(4) quadrangulosideo; (5) 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasterol.
Referéncia: Reginatto e colaboradores (2001).

Em uma andlise quantitativa do extrato aquoso das folhas desta
mesma espécie utilizando CLAE-UV, Reginatto e colaboradores (2004)
constataram que o quadrangulosideo representa 22,2% (m/m) do extrato
aquoso das folhas, correspondendo a 0,8% em relagdo as folhas secas e
constituindo-se no composto majoritario para a espécie.

Outra espécie de Passiflora que apresenta saponinas em sua
constituicdio € P. quadrangularis. Para esta espécie, como ja
mencionado, primeiramente foi descrito a saponina ‘passiflorina’,
identificada nas folhas por Bombardelli e colaboradores (1975), por
meio de comparagdo com padrao, identificado previamente em P. edulis.
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Dez anos apds, Orsini ¢ colaboradores (1985) isolaram e identificaram, a
partir das folhas, uma saponina triterpénica inédita, também derivado de
nucleo cicloartano, a qual denominaram como ‘quadrangulosideo’
(3,26-di-O-gentiobiosil-9,19-ciclolanostano-24Z-en-3[3,21,26-triol)
(Figura 17).

Em outro estudo com essa espécie vegetal, os mesmos autores,
ao aplicarem a cromatografia em contracorrente em gotas isolaram
também as saponinas 3B-O-gentiobiosil-9,19-ciclolanostano-22,25-
epoxi-3p3-21,22(R)-triol (denominada pelos autores como 22-hidroxi-
isoquadrangulosideo) e 3-O-B-D-glicopiranosil-(1>2)-3-D-
glicopiranosideo do acido oleandlico, a partir das folhas desta espécie
(ORSINI; VEROTTA, 1985). Entretanto, o foco desse trabalho foi a
técnica cromatografica utilizada, assim que a identificagdo destes
compostos foi detalhada em uma publicagdo posterior. Nesse referido
trabalho, os autores descrevem a identificacdo destas saponinas, assim
como de outra saponina inédita também de estrutura relacionada ao
quadrangulosideo: 3B-0-gentiobiosideo-9,19-ciclolanostano-21,24-
epoxi-3p3-25,26-triol (ORSINI et al., 1987).

Figura 17 - Saponinas descritas para P. quadrangularis.

7,

2

2,
Rs

1) (2)
R;=R,=R;=R4 = OH; R5 = CO,-4-D- R = gentiobiose
glicose
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“)

R = gentiobiose

7,
2,
2,
7

HsC CHs

5)
R = glicose(1>2)glicose

(1) passiflorina; (2) quadrangulosideo; (3) 9,19-ciclolanostano-22,25-
epoxi-3-21,22(R)-triol-33-O-gentiobiosideo; (4) 9,19-ciclolanostano-
21,24-epoxi-33-25,26-triol-33-O-gentiobiosideo; (5) acido 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1->2)-B-D-glicopiranosil-oleandlico.
Referéncia: Bombardelli e colaboradores (1975); Orsini e colaboradores
(1985); Orsini e Verotta (1985); Orsini e colaboradores (1987).

Interessante observar que a maioria das saponinas isoladas do
género Passiflora possui nucleo do tipo cicloartano, com as variagdes
entre as diferentes substincias ocorrendo principalmente na cadeia
lateral. Nesse sentido, ha uma convergéncia da rota biossintética para a
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formagdo deste tipo de substincia, por meio da formagdo de um
precursor comum. Todavia, sfo descritas saponinas de nucleo
triterpénico derivadas do acido oleanodlico e um relato de saponina de
nucleo esteroidal, sugerindo também a formacdo de outros precursores
biossintéticos a partir da ciclizagdo do esqualeno (HOSTTETMANN;
MARSTON, 1995).

1.5.3 Alcaloides

Alcaloides fS-carbolinicos do tipo harmano (harmano, harmol,
harmina, harmalol e harmalina, Figura 18) foram descritos inicialmente
para P. incarnata (POETHKE et al., 1970) e para P. edulis
(LUTOMSKI; MALEK, 1975; LUTOMSKI, MALEK; RYBACKA,
1975). Entretanto estudos mais recentes com metodologias mais
sensiveis e robustas (como CLAE), ndo detectaram a presenca desses
alcaloides em espécies de Passiflora em concentragdes iguais ou
superiores a 0,1 ppm (pg/mL) (GRICE; FERREIRA; GRIFFITHS,
2001; REHWALD; STICHER; MEIER, 1995; SANTOS et al., 2006).

Cabe destacar que na literatura sdo encontrados trabalhos,
principalmente na década de 70, atribuindo as atividades farmacologicas
do género Passiflora sobre o SNC a presenga dos alcaloides, embora
atualmente ja se saiba que alcaloides desse tipo possuem acdo
estimulante do SNC, por apresentarem atividade inibidora da
monoamina oxidase (MAO) (HARRAIZ et al., 2010; HERRAIZ;
CHAPARRO, 2005; McKENNA, 2004).

Figura 18 - Alcaloides do tipo harmano relatados para espécies do
género Passiflora.

N
N R ’i‘ 7~
I!| CH, H CHs

R =H - harmano R = OH - harmalol

R = OH - harmol R = OCH; = harmalina

R = OCHj; = harmina
Referéncias: Lutmoski e Malek (1975); Poethke e colaboradores (1970).
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CAPITULO 2 - Anélise dos principais constituintes quimicos de
espécies de Passiflora por técnicas cromatograficas e eletroforéticas

Conforme ja descrito na revisdo da literatura, apresentada no
Capitulo 1, os principais grupos de metabolitos identificados no género
Passiflora sdo os flavonoides C-glicosideos, as saponinas e os
alcaloides. A analise destes constituintes nas espécies estudadas nessa
tese ¢ relevante ndo somente pelo direcionamento dos estudos
subsequentes, mas também como um aporte ao conhecimento da
composi¢do quimica destas espécies.

2.1 INTRODUCAO

Nesse capitulo inicialmente serdo apresentadas abordagens
sucintas sobre as técnicas de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE) e Eletroforese Capilar (EC), ambas, at¢ o momento, menos
difundidas que a Cromatografia Camada Delgada (CCD) e a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) na analise de
produtos naturais. Posteriormente, serd descrita a avaliagdo fitoquimica
das espécies de Passiflora investigadas nesse trabalho, em especial as
analises de flavonoides C-glicosideos, saponinas, alcaloides e
aminodcidos, por diversas técnicas de separacdo, tais como CCD,
CLAE, CLUE e EC.

2.1.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE)

A CLAE ¢ a técnica analitica mais bem estabelecida e
predominante nos laboratdrios do mundo inteiro durante os tltimos 30
anos. Na ultima década, entretanto, o desenvolvimento da CLAE tem
sido direcionado a necessidade de analises mais rapidas, porém sem o
comprometimento do desempenho cromatografico (YAO et al, 2011).
Essa separagdo de alta eficiéncia se mostra necessaria em varias areas,
como gendmica, protedmica, metabolomica e na area farmacéutica, nas
quais sdo analisadas amostras complexas ou em grande numero
(GUILLARME et al., 2010).

Para alcangar essa melhoria, a alternativa mais promissora foi a
reducdo do tamanho das particulas da fase estaciondria. Essa influéncia
do tamanho de particula na cromatografia liquida é apontada na equagao
de van Deemter (1), apresentada abaixo:

H=Adp+ BDy/ u+ Cd’pp/ Dy (1)
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A equacdo de van Deemter descreve a relagdo entre eficiéncia,
expressa pela altura de prato tedrico (H, um), velocidade linear da fase
movel (i, mm/s) e tamanho da particula (dp). Sdo considerados ainda o
coeficiente de difusdo do analito (D) ¢ as constantes A, B e C, que se
referem ao alargamento dos picos, difuso do soluto na fase movel e
transferéncia de massa do analito entre a fase modvel e a fase
estacionaria, respectivamente (NEUE; KELE, 2007).

Na Figura 19, estdo apresentadas as curvas da equagdo de van
Deemter, para particulas de 10, 5, 3 e < 2 um, que mostram que as
particulas < 2 pum podem ser usadas para separagdes rapidas e
ultrarrapidas, pois a eficiéncia de separagdo pode ser mantida com
colunas mais curtas e maiores velocidades lineares de fase movel
(NGUYEN et al., 2006).

Figura 19 - Curva de van Deemter para particulas de 10, 5,3 ¢ <2 pm.

30+ 10 um
25 —

20 -

H (um)
i
5

u (mm/s)
H: altura do prato tedrico; u: velocidade linear da fase movel
Fonte: Maldaner e Jardim (2009).

O uso de particulas menores que 2 um permite que a eficiéncia
de separagdo seja mantida, uma vez que seja diminuido o comprimento
da coluna. Portanto, uma coluna menor permite separagdes mais rapidas,
além de um menor consumo de solvente ¢ de amostra (MALDANER,;
JARDIM, 2009; NGUYEN et al., 2006).

Desse modo, para contornar o obstaculo da pressdo e fazer uso
das particulas menores que 2 pm (Figura 20) e com o maximo de
desempenho cromatografico, sistemas capazes de trabalhar em altas
pressdes (15.000 psi ou ~1030 bar) foram desenvolvidos e esse avango



77

da cromatografia liquida foi denominado de Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia (CLUE, ou UPLC, do inglés ‘ultra performance liquid
chromatography’) (YAQ et al., 2010; ZOTOU, 2012).

Figura 20 - Microscopia das particulas de silica.

(&) )

Marcador 10 pm

(A) particula de 5 um, (B) particula de 1,7 um
Fonte: Maldaner e Jardim (2009), adaptado de Waters®.

O uso dessas particulas menores associada com as altas
velocidades lineares da fase mével e com uma instrumentagdo que opera
a pressoes maiores que as observadas em CLAE, resultaram em analises
com maior resolugdo, maior sensibilidade e menor tempo
(MALDANER; JARDIM, 2009).

Para viabilizar essas novas caracteristicas das analises, novos
equipamentos foram introduzidos e adaptados a partir de 2004. As
modificagcdes que se mostraram necessarias para a implementacao dessa
nova técnica foram: capacidade de trabalhar a pressdes muito altas
(15.000 psi), volumes internos muito menores (componente de
tubulagdo, injecdo e deteccdo), injetores com precisdo para pequenos
volumes, células do detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisicao,
melhoria no sistema de andlise de dados e colunas resistentes para
trabalharem a altas pressdes e com baixo volume morto (MALDANER;
JARDIM, 2009; NGUYEN et al., 2006; WREN, 2005).

Um fator que tem facilitado o uso e adaptagdo a CLUE ¢ a
possibilidade de transferéncia de um método ja desenvolvido e validado
empregando CLAE para um sistema de CLUE (GUILLARME et al.,
2008). Essa transferéncia de método é geralmente possivel, desde que
determinados fatores sejam considerados:

e Fases estacionarias sejam semelhantes;
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e Volume extra coluna, para evitar o alargamento dos picos e
consequente perda de resolugcdo (quando a separagdo ocorre em
modo isocratico);

e Tempo de residéncia da FM na coluna, que resulta em variagdes
nos tempos de retengdo (quando a separacdo ocorre em modo
gradiente);

e Composigdes inicial e final da fase movel, que devem permanecer
constantes entre os métodos por CLAE e CLUE (quando a
separagdo ocorre em modo gradiente).

Adicionalmente aos fatores técnicos, esse tipo de equipamento
também apresenta qualidades relacionadas a questio ambiental, uma vez
que a quantidade de solvente consumida nas separac¢des e o volume de
amostra necessario sdo muito menores que os utilizados na técnica de
CLAE, por exemplo. Enquanto que em trabalhos de rotina de um
laboratdrio (de investigagdo ou uma empresa farmacéutica), o consumo
de solventes por CLAE ¢ na ordem de litros, por CLUE essa consumo
seria restrito a ordem de mililitros.

Revisdes mais detalhada sobre a técnica e equipamentos de
CLUE sdo apresentadas por Maldaner e Jardim (2009) e Zotou (2012).

2.1.2  Eletroforese Capilar (EC)

A eletroforese capilar ¢ uma técnica instrumental de separacao
baseada na migracao diferenciada de compostos idnicos, ionizaveis e até
mesmo neutros, sob a agdo de um campo elétrico. A eletroforese em si
foi descrita por Tiselius na década de 30, na separagdo de constituintes
proteicos do soro humano. Por esse trabalho, lhe foi conferido o Prémio
Nobel em 1948. Entretanto, somente na década de 80, com a
implementagao das técnicas capilares, foi que a eletroforese evoluiu para
uma técnica automatizada, que permitiu sua implantagdo na rotina
laboratorial (TAVARES, 1996).

Atualmente, o termo eletroforese capilar ¢ empregado
genericamente para designar todos os tipos de técnicas de separagdo
eletrodirigidas, por meio do estabelecimento de um campo elétrico ao
longo de um capilar. No entanto, existem diferentes tipos/modos de
separagoes eletroforéticas. Os principais sdo/compreendem:

o  Eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés ‘capillary zone
electrophoresis’).

o  Eletroforese capilar em gel (CGE, do inglés ‘capillary gel
electrophoresis’).
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e  Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés ‘micellar
electrokinetic chromatography”).

Os diferentes tipos de eletroforese capilar possibilitaram que a
técnica tivesse diversas aplicagdes em diferentes areas, podendo-se citar
farmacéutica, forense, clinica, alimentos, ambiental, quimica e
bioquimica. As analises abrangem a separagdo de macromoléculas de
interesse bioldgico, ions organicos ou inorgénicos, analises de bebidas,
alimentos, produtos naturais, farmacos, explosivos, pesticidas, corantes,
proteinas e peptideos, DNA e RNA (SIMPSON et al., 2008).

Neste trabalho foi utilizada a técnica mais amplamente
difundida, CZE ou apenas EC, em portugués. Nessa técnica, a amostra ¢
introduzida no meio tamponado, como uma banda de pequena
espessura. Quando a diferenga de potencial é aplicada, cada zona migra
independentemente, com velocidade constante, mas diferenciada, como
consequéncia de suas mobilidades. O eletrolito pode ser aquoso ou
orgénico, ¢ pode conter aditivos, como ciclodextrinas, complexantes ou
ligantes, que interagem com os analitos e alteram suas mobilidades
eletroforéticas (SUNTORNSUK, 2002; TAVARES, 1996). Uma revisao
mais detalhada sobre os tipos de eletroforese capilar e modos de
separagdo sdo descritas por Silva e colaboradores (2007), Soares (2006)
e Tavares (1997).

Na EC, a separagio é conduzida em tubos, geralmente de silica
fundida, com dimensdes de 25 a 150 um de didmetro interno, ¢ 30 a 100
cm de comprimento, preenchidos com um eletrélito condutor, e
submetidos a agdo de um campo elétrico. A fonte de alta tensdo
estabelece um campo elétrico ao longo do capilar podendo operar com
tensao constante (-30 a 30 kV) e/ou corrente constante (-200 a 200 pA).
Completam o instrumento os eletrodos (platinas sdo os mais comuns) e
o detector, que mais comumente ¢ o UV-DAD, mas sendo possivel
também o acoplamento com espectrometro de massas (TAVARES,
1997). A Figura 21 apresenta um desenho esquematico do
funcionamento de um equipamento de EC.
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Figura 21 - Diagrama esquematico da EC.

S

Fonte: adaptado de Heller (2010).

Recipiente de eketralto Recipiente de elstrolito

No equipamento, os capilares sdo mantidos dentro de um
cartucho, que permite a introdugdo do capilar no aparelho além de
facilitar a dissipagdo do calor, que sera gerado pela passagem de
corrente através do meio condutor. O capilar, uma vez preenchido com
um eletrélito de corrida, que em geral € uma solugdo tampao, tem suas
extremidades posicionadas em recipientes contendo o mesmo eletroélito,
onde ¢ aplicada uma diferenga de potencial, que gera uma corrente
elétrica no interior do capilar. Os eletrodos também se encontram
mergulhados no eletrélito de corrida para que o circuito elétrico possa
ser fechado (WATSON, 2005).

A injecdo da amostra em EC pode ser de duas formas
principais: eletrocinética ou hidrodindmica. No modo de injecdo
hidrodinamica, a amostra é introduzida no capilar por uma diferenca de
pressdo (pressdo positiva na entrada do capilar, vacuo na saida do
capilar ou sifonagem) que se estabelece entre o reservatorio do eletrdlito
e o capilar. Na injecdo eletrocinética a amostra ¢ introduzida no capilar
pela aplicagdo de uma voltagem, geralmente 3 a 5 vezes menor que a
voltagem de analise, ocasionando uma variacao de potencial ao longo do
tubo. Na maioria dos equipamentos de CE, a amostra ¢ introduzida junto
ao eletrodo anodo e os analitos sdo detectados na extremidade do catodo
(SUNTORNSUK, 2002; TAVARES, 1996).

A migracdo dos analitos em EC ¢ regida por duas forgas: a
migragdo eletroforética e o fluxo eletrosmotico (EOF, do inglés
‘electroosmotic flow’). A migragdo diz respeito ao analito, onde se
considera a relag@o carga/massa, e também a viscosidade do meio. Ja o
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EOF ¢ resultante da carga na parede interna do capilar durante aplicagao
de um campo elétrico (SUNTORNSUK, 2002).

O capilar possui em sua parede grupos silanois (Si-OH) que, em
um determinado intervalo de pH se ionizam, formando grupos silanoato
(Si-O"), deixando as paredes do capilar carregadas negativamente e com
cargas positivas livres em solugdo. Para manter a eletroneutralidade
dentro do tubo, uma camada de cations formada pelos contra-ions do
eletrolito de corrida adere a parede do capilar, resultando em um
fendmeno de dupla camada elétrica. A concentracdo de ions de carga
oposta na superficie diminui com a distancia da parede e, esta regido ¢é
conhecida como camada difusa (Figura 22) (SOARES, 2006;
WATSON, 2005).

Figura 22 - Representacdo esquematica da interface capilar/solugao.

SUPERFICIE PLANQ DE CISALHAMENTO

Fonte: Tavares (1996).

Quando uma voltagem ¢é aplicada na entrada do capilar ¢ um
campo elétrico é gerado no interior do capilar, a camada difusa ¢ afetada
por forcas elétricas e comega a migracdo dos ions em direcdo ao
eletrodo de carga oposta; como esses ions estdo solvatados por
moléculas de agua, esse deslocamento promove um fluxo de solugdo
chamado fluxo eletrosmotico (EOF) (Figura 23). O EOF é um
fendmeno que esta presente em todas as separagdes por EC, com maior
ou menor intensidade, ¢ quando ndo for um valor negligenciavel, pode
contribuir positivamente ou negativamente para a mobilidade das
espécies ionicas que estdo sendo separadas (SOARES, 2006; WATSON,
2005).
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Figura 23 - Representagdo esquematica do processo de eletroforese
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EOF: Fluxo eletrosmotico.
Fonte: adaptado de Gervasio e colaboradores (2003).

Como demonstrado na Figura 23, sob condi¢des ditas normais
(na qual a parede do capilar estd carregada negativamente), o EOF migra
no sentido anodo-catodo. Cations migram primeiro com grande
velocidade em dire¢do ao catodo pela combinacdo do fluxo
eletrosmético e da mobilidade eletroforética do analito, definida pela
carga do composto. Anions serdo conduzidos em diregdo ao catodo, no
caso da mobilidade efetiva desses analitos seja menor que a do EOF.
Compostos neutros migram pelo capilar apenas influenciados pelo EOF,
ndo sendo bem separados entre si (SUNTORNSUK, 2002).

Revisoes mais detalhada sobre a técnica e equipamentos de EC
sdo apresentadas por Silva (2007), Tavares (1996, 1997) e Unger
(2009).

2.2 OBJETIVOS

e Investigar qualitativamente, por meio de metodologias por
CLAE, CLUE e EC a composi¢ao quimica dos extratos aquosos
das folhas das espécies Passiflora alata, P. quadrangularis, P.
tripartita var. mollissima, P. bogotensis, com énfase em
flavonoides C-glicosideos, saponinas, alcaloides e aminoacidos.



2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Material vegetal
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Folhas de espécies de Passiflora de origem brasileira e
colombiana foram coletadas em diferentes regides do Brasil e da
Colombia. As informagdes relativas a cada espécie estdo listadas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Espécies de Passiflora analisadas, com seus respectivos
nomes populares, locais de coleta, identificacdo e deposito.

Espécie ljoll:;;r Local de Responsavel pela
P pop coleta identificacao
local
Gicante. Huila Prof. Luis Carlos
Passiflora Badea, gante, B Jimenez/ Instituto
. o — Colombia . S
quadrangularis ~ Maracujé- o C o Nacional de Ciencias,
. . (2°59°55”, - Co .
Linn. gigante o1Gr1 g Universidad Nacional
75°18°16”) X
de Colombia
Mrs. Ademar
Urussanga, Brancher
Passiflora Maracujé- Santa Caj[arma (EPAGRI/U russanga-
lata Curtis doce — Brazil (- SC). Herba.rlum.of the
a4 ’ 28°32°9”, - Federal University of
49°18°59”) Santa Catarina (FLOR
37823).
quszﬂgm Santa Sofia, P_rof. Luis Ca_rlos
tripartita var. . Jimenez/ Instituto
o Boyaca — . .
mollissima Curuba- . Nacional de Ciencias,
Colombia

Holm-Nielsen de-Castilla
& Miiller
Jorgensen

Passiflora
bogotensis -
Benth

(05°43°01”" -
73°36°20")

Nemocon,
Cundinamarca
— Colombia
(4°35°60’,-
4°4°60°")

Universidad Nacional
de Colombia

(COL 530663)

Prof. Luis Carlos
Jimenez/ Instituto
Nacional de Ciencias,
Universidad Nacional
de Colombia
(COL564523)
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2.3.2 Preparacio dos extratos

As folhas das diferentes espécies foram secas em estufa de ar
circulante (35-40 °C), moidas em moinho de facas e extraidas por
infusdo aquosa, na propor¢do planta:solvente de 1:10 (m/v) a 95 °C,
durante 10 minutos. Posteriormente, os extratos foram filtrados,
congelados e liofilizados.

Cabe destacar que o extrato aquoso liofilizado das folhas foi
preparado na forma de infusdo das folhas (cha), considerando a forma
empregada pela populagdo em suas preparagdes terapéuticas mais
comuns (PIO CORREA, 1978).

2.3.2.1 Preparagdo das amostras

As amostras foram preparadas pela dissolu¢do do extrato
aquoso bruto das espécies citadas em uma mistura de metanol e agua
(1:1, v/v). A concentracao final dos extratos foi de 1000 pg/mL. Apos a
total dissolugdo e previamente as analises, as amostras foram filtradas
em membranas de 0,22 pm.

2.3.3 Equipamentos

Foram utilizados equipamentos disponiveis nos laboratdrios de
Quimica Farmacéutica, Farmacognosia ¢ Controle de Qualidade do
Departamento de Ciéncias Farmacéutica da Universidade Federal de
Santa Catarina.

A secagem dos extratos foi realizada em um liofilizador EC
MicroModulyo. A concentragdo de extratos ou fragdes foi realizada em
evaporador rotatorio Biichi equipado com bomba V700, controlador de
pressdo e recirculador de agua termostatizado, sob temperatura ndo
superior a 45 °C.

As analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foram realizadas em um equipamento PerkinElmer Series 200,
equipado com detector UV com arranjo de diodos (UV-DAD), bomba
quaternaria, ‘degasser’ on-line, e injetor automatico. Os dados foram
processados no software Chromera®” Workstation.

O equipamento de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE) utilizado foi modelo Waters Acquity H Class, equipado com
detector UV com arranjo de fotodiodos (UV-PDA), bomba quaternaria,
‘degasser’ on-line e injetor automatico. Os dados foram processados no
software Empower”.
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As andlises por Eletroforese Capilar (EC) foram realizadas em
um equipamento Agilent 7100, equipado com detector UV com arranjo
de diodos (DAD) e injetor automatico. A refrigeragdo do capilar foi
realizada por passagem forcada de ar. O capilar utilizado foi de silica
fundida (Agilent, modelo G1600-61232), revestido externamente de
poli-imida, 50 um de didmetro interno, 60,5 cm de comprimento e 52,0
cm até o detector, com janela de deteccdo expandida. Os dados foram
processados no software Agilent ChemStation®.

2.3.4 Procedimentos gerais

Os solventes empregados neste trabalho, tanto de grau analitico
(P.A.) quanto grau HPLC foram de origem Merck e Tedia. Agua para
fins de analise por CLAE, CLUE ou CE foi purificada em sistema Milli-
Q (Millipore®). Todas as solugdes para analise por CLAE, CLUE e EC
foram filtradas através de membrana 0,22 pm previamente ao uso.

Todas as susbtancias de referéncia (padrdes) utilizadas foram de
procedéncia Sigma.

As analises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
foram realizadas em cromatoplacas de silica Fps4 (Merck), com suporte
de aluminio.

Para as andlises por EC foram preparadas solug¢des estoque dos
eletrolitos tetraborato de sddio (TBS), acetato de amonio (AcNH,), nas
concentragcdes de 100 mmol/L. Os eletrdlitos utilizados nas analises
foram preparados diariamente. Também foram preparadas solucdes de
hidroxido de sodio (NaOH) nas concentragdes de 1 e 0,1 mol/L.Todos
os sais empregados foram de procedéncia Sigma.

2.3.5 Anailises cromatograficas
2.3.5.1 Analises por CCD

Por esta técnica, foram investigados os metabolitos flavonoides
C-glicosideos, saponinas, alcaloides e aminoacidos.

Os extratos contendo flavonoides foram analisados por CCD
utilizando como fase movel uma combinagdo de acetato de
etila:acetona:acido acético:agua (6:2:1:1, v/v/v/v) (BIRK et al., 2005). A
detecgdo dos flavonoides nos cromatogramas foi realizada mediante
observagdo sob luz ultravioleta (254 e 360 nm) antes e apos a
nebulizagdo com o agente cromogénico (Reagente Natural A -
difenilboriloxietilamina 1 % em metanol) (WAGNER; BLADT, 1996).
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As analises para saponinas, de modo geral, foram realizadas
utilizando como sistema eluente cloroférmio:etanol:acido acético, em
diferentes propor¢des (indicadas nas figuras dos cromatogramas). A
deteccdo das saponinas nos cromatogramas foi mediante observagio sob
luz ultravioleta (254 e 360 nm) e apds nebulizagdo do agente
cromogénico anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento (100 °C) até
maximo desenvolvimento de coloragdo (REGINATTO et al., 2001;
WAGNER; BLADT, 1996).

A presenga de alcaloides do tipo harmano foi investigada por
CCD utilizando como fase movel cloroférmio:acetona:dietilamina
(5:4:1, v/v/v) e detecgdo mediante observagao sob luz ultravioleta (254 e
360 nm) (WAGNER; BLADT, 1996).

O perfil de aminoacidos nos extratos foi avaliado por CCD
utilizando como sistema eluente butanol:dcido acético:dgua (12:3:5,
v/v/v) e detec¢do com o agente cromogénico ninidrina (BHUSHAN,
2008; MARONA et al., 1993).

2.3.5.2 Analises por CLAE

Por esta técnica, foi possivel investigar os metabdlitos
flavonoides C-glicosideos, saponinas, alcaloides.

Para a andlise de flavonoides foi desenvolvido um método
empregando uma coluna Vertical® VertSep C18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5
um), com um gradiente de fase movel de acetonitrila (solvente A) e
acido férmico 0,5 % (B), com 15-35 % A (0-20 min). O fluxo foi
mantido constante em 1,2 mL/min ¢ a deteccdo realizada a 340 nm com
a aquisicao de espectros UV na faixa de 190 a 450 nm.

As condigdes cromatograficas para as analises de saponinas por
CLAE foram as previamente descritas por Reginatto e colaboradores
(2004). Foi empregada uma coluna Phenomenex Bondclone” Fenila
(300 x 3.9 mm i.d.; 10 um), com um gradiente de ACN (A) ¢ H,O (B),
assim estabelecido: 29 % A (0-10 min), 29-35 % A (10-40 min), com
fluxo de 1,2 mL/min e detec¢do a 205 nm, com aquisi¢do de espectro
UV na faixa de 190 a 450 nm.

Para a analise de alcaloides, foi adaptado o método descrito por
Santos e colaboradores (2006), empregando uma coluna Vertical®
VertSep C18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um) e como fase movel, uma mistura
de tampao fosfato dibasico de sédio, 50 mmol/L, pH 8,0 (solvente A),
metanol (solvente B) e acetonitrila (solvente C), em elui¢do isocratica,
nas propor¢des 56 %A : 12 %B : 32 %C (0-20 min). O fluxo foi
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mantido constante em 1,0 mL/min e a detecgdo realizada em 245 nm
com a aquisi¢do de espectros de UV na faixa de 190 a 450 nm.

O volume de injegdo utilizado para todas as analises foi de 20
pL, a temperatura ambiente (21 = 2°C), sendo a fase moével preparada
diariamente e desgaseificada por ultrassom e vacuo previamente ao uso.

2.3.5.3 Analises por CLUE

As andlises por CLUE, tanto para flavonoides quanto para
alcaloides, usaram as mesmas condi¢des anteriormente utilizadas para
CLAE, as quais foram transpostas com o auxilio do Software
Empower”. Ambas as separacdes empregaram coluna PerkinElmer”
BHE C18 (100 x 2,9 mm; 1,8 pm i.d.). Os espectros de UV foram
adquiridos na faixa de 190 a 450 nm e as analises realizadas a
temperatura ambiente (21 + 2°C).

Para a andlise de flavonoides, utilizou-se como fase movel
gradiente de ACN (solvente A) e acido formico 0,5% (B), iniciando de
15-35% A (0-8 min), seguido de 35% A (8-10 min). O fluxo foi mantido
constante a 0,25 mL/min, sendo a detecgdo realizada 340 nm. O volume
de injecdo foi de 3 pL.

Para a analise de alcaloides, foi empregado como fase movel
uma mistura de tampao fosfato dibasico de sodio, 50 mmol/L, pH 8,0
(solvente A), metanol (solvente B) e acetonitrila (solvente C), 56 %A :
12 %B : 32 %C (0-7 min). O fluxo foi mantido constante em 0,2
mL/min e a detec¢do realizada em 245 nm. O volume de injecao foi de 2
uL. (SANTOS et al., 2006).

2.3.6  Anailises eletroforéticas por EC

Por esta técnica, foi possivel investigar os metabolitos
flavonoides C-glicosideos, alcaloides e aminoacidos.

O capilar foi condicionado diariamente com lavagens a pressao
de 940 mbar com NaOH 1 mol/L durante 5 minutos, com intervalo de
espera de 1 minuto, seguido de 5 minutos de dgua grau Milli-Q e 5
minutos do eletrolito de corrida. No intervalo entre as analises, o capilar
foi recondicionado com lavagens de 2 minutos com o eletrélito de
corrida. Os espectros de UV foram adquiridos na faixa de 200 a 500 nm.

Para a analise de flavonoides C-glicosideos foi desenvolvido
um método empregando como eletrélito de corrida uma solugdo de 50
mmol/L de TBS, com 20 % de MeOH, em pH 9,5 (ajustado com NaOH
1 mol/L), sendo esse eletrolito renovado diariamente. O modo de
inje¢do foi hidrodinamico (50 mbar / 10 s), com um voltagem de
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separagdo de +25 kV e temperatura do capilar constante em 30 °C. A
detecgdo foi direta a 390 nm. O flavonoide apigenina foi utilizado como
padrdo interno (P.L.), apenas para a ajuste/corre¢do do tempo de
migragao.

A andlise de alcaloides foi baseada na metodologia descrita por
Unger (1997). Assim, foi utilizado como eletrolito de corrida uma
solucdo de 100 mmol L' de AcNHy4, com 50% de ACN, em pH 4,0
(ajustado com 4cido acético), sendo esse eletrdlito renovado
diariamente. O modo de inje¢do foi hidrodindmico (50 mbar / 5 s), com
voltagem de separagdo de +15 kV e temperatura do capilar constante em
15 °C. A detecgao foi realizada a 245 nm.

2.3.7 Determinaciao dos limites de deteccdo e quantificacio de
alcaloides

Para as metodologias empregadas na analise de alcaloides por
EC e CLUE, foram determinados os limites de quantificagdo e detecgao.
Para tanto, solu¢des padrdo do alcaloide harmano foram preparadas em
diferentes concentrac¢oes: 50,0; 20,0; 10,0; 5,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625 pg/mL. A linearidade foi determinada usando cinco pontos para
EC e nove para CLUE. Todas as solu¢des padrio foram preparadas e
analisadas em triplicata em ambas as técnicas.

O limite de quantificacdo foi determinado pelo desvio padrio
relativo maior que 5 % (e também pela relagdo sinal:ruido 10:1), obtido
apos analises em triplicata. Ja o limite de deteccdo foi definido por meio
da relacdo sinal:ruido, em uma propor¢ao 3:1 (CASS; DEGANI, 2001;
ICH, 2005).

24 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em virtude dos relatos de diferentes classes de metabolitos para
as espécies de Passiflora, os trabalhos inicialmente foram direcionados
para a investigagdo por meio de técnicas cromatograficas e
eletroforéticas quanto a presenca flavonoides C-glicosideos, saponinas,
alcaloides e aminoacidos nas espécies apresentadas na Tabela 2.

Dentre esses compostos, os flavonoides C-glicosideos sdo
amplamente difundidos em diversas espécies do género (BIRK et al.,
2005; ZUCOLOTTO et al., 2012). Saponinas, por sua vez, possuem
distribuicdo mais restrita a algumas espécies, como P. alata, P.
quadrangularis e P. edulis (BIRK et al., 2005; BOMBARDELLI et al.
1975; COSTA et al., 2013; REGINATTO et al., 2001; YOSKHIKAWA
et al., 2000a,b). Para os alcaloides, alguns estudos apontam sua presenga
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em P. incarnata e P. edulis (LUTOMSKI; MALEK; RYBACKA, 1975;
POETHKE et al., 1970), no entanto, a presenga e/ou teores deste
compostos ¢ questionada em outros trabalhos (GRICE; FERREIRA;
GRIFFITHS, 2001; REHWALD; STICHER; MEIER, 1995; SPERONI;
MINGHETTI et al., 1988).

Em virtude da diversidade dos compostos presentes € com o
intuito de fazer uso de diversas técnicas de separagdo, esses metabolitos
foram analisados por técnicas como CCD, CLAE, CLUE e EC.

2.4.1 Analise de Flavonoides
2.4.1.1 Analise por CCD

A anélise cromatografica por CCD dos extratos aquosos brutos
das folhas das diferentes espécies de Passiflora permitiu a observacao
de varias substincias com caracteristicas de flavonoides C-glicosideos,
considerando suas polaridades e coloracdes apos a revelagdo. A Figura
24 apresenta o perfil de flavonoides C-glicosideos das espécies
estudadas neste trabalho.

Figura 24 - Cromatografia em camada delgada dos extratos brutos das
espécies analisadas.

Pt Pb Pq Pa

Pt: P. tripartita var. mollissima; Pb: P. bogotensis, Pq: P.
quadrangularis; Pa: P. alata.
FE: silica Fys4ym; FM: acetato de etila:acetona:acido acético:agua
(6:2:1:1, v/v/v/v); Deteccdo: Reagente Natural/ UV 360 nm.

Foi possivel verificar perfis de flavonoides diferenciados entre
as espécies analisadas. Enquanto P. alata e P. quadrangularis
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apresentaram baixa riqueza no nimero de compostos detectados, P.
tripartita var. mollissima apresentou uma perfil mais complexo no que
concerne a esses compostos.

A comparagao cromatografica por CCD destes extratos brutos
com padrdes de flavonoides C-glicosideos disponiveis no laboratério
sugeriu a presenca de alguns compostos conhecidos:

e  P. tripartita var. mollissima: isoorientina, orientina, swertisina e
vitexina;

e P. bogotensis: isoorientina e isovitexina;

e P quadrangularis: vitexina,

e P.alata: 2°’-O-ramnosil-vitexina

A analise por CCD permitiu a visualizagao clara de apenas 2°’-
O-ramnosil-vitexina no extrato aquoso das folhas de P. alata, flavonoide
C-glicosideo ja descrito para esta espécie (MADOGLIO, 2011; OGA et
al., 1984; PEREIRA et al., 2004; ULUBELEN et al, 1982b;
ZUCOLOTTO et al., 2012).

Para P. quadrangularis, foi observado substincia com
comportamento cromatografico semelhante a vitexina, no que diz
respeito ao valor de Rf e coloragdo pos-revelacao.

Da mesma maneira, para P. bogotensis, duas substincias
apresentaram comportamento cromatografico semelhante a isoorientina
e isovitexina.

Os flavonoides observados em P. tripartita var. mollissima ja
haviam sido descritos para essa espécie inclusive em trabalho prévio do
nosso grupo de investigagdo (SIMIRGIOTIS et al, 2013;
ZUCOLOTTO et al., 2012).

2.4.1.2 Analises por CLAE

Os cromatogramas obtidos por CLAE também permitiram
visualizar os diferentes perfis de flavonoides entre as espécies
analisadas. Nessa técnica, a identificacdo dos flavonoides foi realizada
com base na comparagdo do tempo de retencdo, por espectro de UV e
por coinjecdo da amostra com padrdes (substincias de referéncia)
(Figura 25).
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Figura 25 - Cromatogramas dos padrdes e extratos aquosos das folhas
das espécies de Passiflora para analise de flavonoides por CLAE.
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1: isoorientina; 2: orientina; 3: 2”’-O-ramnosil-vitexina; 4: vitexina; 5:
isovitexina; 6:swertisina; 7: 4’-O-metil-8-C-(6""-acetil)-glicopiranosil-
luteolina

FE: coluna C18 (250 x 4.6 mm i.d.; Sum); FM: gradiente
ACN:4cido formico 0,5%; fluxo: 1,2 mL/min; deteccdo: 340 nm.
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Assim como previamente observado por CCD, o cromatograma
da espécie P. alata apresentou o perfil mais simples e P. fripartita var.
mollissima, o mais complexo, no que diz respeito a constituicdo de
flavonoides. Embora essa metodologia ndo tenha permitido a separago
de todas as substancias das quatro espécies analisadas, possibilitou
distinguir claramente os perfis dos flavonoides entre os extratos. Os
picos foram avaliados em relagdo a sua pureza, ¢ os espectros obtidos
pelo DAD permitiram observar casos de sobreposi¢do e também
auxiliaram na identificagdo de alguns flavonoides ndo visualizados
anteriormente por CCD, como por exemplo, a isovitexina em P. alata
(Tabela 3).

Tabela 3 — Flavonoides C-glicosideos observados nos extratos aquosos
das espécies analisadas, por meio de comparagdes cromatograficas por
CCD e CLAE.

Espécie Flavonoides C-glicosideos

P. alata orientina, 2’’-O-ramnosil-vitexina e isovitexina
P. quadrangularis vitexina

P. bogotensis isoorientina e isovitexina

P. tripartita var. isoorientina, orientina, vitexina, swertisina ¢ 4’-
mollissima O-metil-8-C-(6"-acetil)-glicopiranosil-luteolina
P. edulis orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina,
var.flavicarpa* vicenina-2, spinosina, 6-8-di-glicosil-crisina

*: Zucolotto e colaboradores (2012).

Os cromatogramas por CLAE dos extratos aquosos das espécies
P. alata e P. quadrangularis possuem composi¢do flavonoidica
relativamente simples. Ambos apresentam um pico majoritario, com
tempo de retengdo e espectro de UV similares, o qual sugere tratar-se de
um derivado de apigenina (Ap:x 269, 335 nm). A coinjecdo dos dois
extratos demonstrou que o flavonoide majoritario ¢ distinto nestas
amostras, devido a formac¢do de um pico duplo majoritario (dados ndo
apresentados). Por outro lado, quando realizada a coinjecdo dos extratos
com padrdes, foi possivel identificar a 2’’-O-ramnosil-vitexina (Tr: 10,0
min) como sendo o flavonoide majoritario apenas para P. alata (Figura
25).

Esses dados corroboram com resultados anteriormente descritos
por nosso grupo, que haviam apontado a 2’’-O-ramnosil-vitexina como
sendo o flavonoide majoritario do extrato aquoso das folhas de P. alata
(MADOGLIO, 2011; ZUCOLOTTO et al., 2012).
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Em outro estudo da literatura que empregou analises por CLAE,
foram identificados os flavonoides presentes nas folhas de P. alata e
comparado o seu perfil e teor aos de P. incarnata. Os autores
constataram que isovitexina é o flavonoide majoritario de P. incarnata
(1,198 %), embora ndo o seja em P. alata (0,018 %), pois somente
tragos de isovitexina e vitexina foram observados nesta espécie. Foi
observada também a auséncia de outros compostos como orientina,
swertisina, hiperosideo, rutina, hesperidina e acido clorogénico em P.
alata (MULLER et al., 2005).

Para a espécie P. bogotensis, o cromatograma obtido por CLAE
permitiu uma melhor visualizagdo da complexidade dos flavonoides C-
glicosideos presentes no extrato aquoso. Com a analise por coinje¢do
com padrdes, foram identificadas isoorientina e isovitexina em sua
constitui¢do, cuja presencga ja havia sido indicada por CCD (Figura 25).

Destaca-se ainda o cromatograma do extrato aquoso da espécie
P. tripartita var. mollissima, o qual apresenta, entre as espécies
analisadas, a maior diversidade de compostos com caracteristicas
cromatograficas de flavonoides C-glicosideos. Com relacdo a identidade
desses compostos, swertisina foi o unico que apresentou boa resolugao,
entretanto, isoorientina e orientina, ndo apresentaram boa resolucdo
nesta analise devido a grande complexidade do extrato, o que ocasionou
diversas sobreposi¢oes de picos (Figura 25). Entretanto, a partir de
analise detalhada da coinjecdo com base nos tempos de retengdo e
espectros UV, foi possivel identificar os picos referentes a esses
flavonoides.

Devido a elevada complexidade da composi¢do de flavonoides
no extrato aquoso das folhas de P. tripartita var. mollissima, fez-se
necessario o desenvolvimento de um gradiente de fase movel distinto
para esta espécie, com a finalidade de se obter uma melhor resolugdo
dos flavonoides presentes nesse extrato.

24.12.1 Passiflora tripartita var. mollissima

Entre as particularidades observadas para esse extrato (Figura
25), estavam o grande numero de picos referentes a compostos
flavonoidicos, as diferentes caracteristicas de polaridade entre esses
compostos, sendo possivel observar um acimulo de picos tanto nas
partes iniciais quanto finais do cromatograma, e, em contrapartida, a
baixa resolucdo entre alguns picos com eluigdo muito proximas.

Sendo assim, a partir da fase mével empregada anteriormente,
foram realizadas diversas modificagdes na programacdo do gradiente.
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As alteragdes foram realizadas nas proporgdes iniciais do solvente
organico, no numero de passos do gradiente, no fluxo da fase mével e
também no tempo total de analise (dados ndo apresentados).

O aprimoramento do sistema de gradiente foi obtido através da
alteracdo na constituicdo dos componentes da fase movel, para a qual até
o momento eram usados gradientes binarios. A separagdo de alguns
picos, especialmente da etapa inicial do cromatograma, s6 foi obtida
com a inser¢do de um terceiro solvente no gradiente, o que permitiu um
ajuste fino da polaridade ao longo do gradiente.

O sistema ternario desenvolvido foi composto de (A)
acetonitrila, (B) metanol e (C) 4c. férmico 0,5 %, conforme apresentado
na Figura 26. Empregou-se um fluxo de 1,2 mL/min, em um gradiente
composto das seguintes etapas: de 12 % A e 1 % B em C para 14 % A e
1 % B em C (0-12 min), isocratico 14 % A e 1 % B em C (12-25 min),
de em seguidade 14 % Ae 1% B em C para 18 % A e 2 % B em C (25-
30 min), de 18 % A e 2 % B em C para 32 % A ¢ 3 % B em C (30-40
min) e isocratico 32 % A e 3 % B em C (40-45 min).

O perfil de flavonoides do extrato aquoso das folhas dessa
espécie ¢ apresentado na Figura 26.

Figura 26 - Cromatograma obtido a partir do aprimoramento do
gradiente para analise de flavonoides por CLAE no extrato aquoso das
folhas de P. tripartita var. mollissima.
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1: isoorientina; 2: orientina; 3: vitexina; 4: swertisina; 5: 4’-O-metil-8-
C-(6"’-acetil)-glicopiranosil-luteolina.
FE: coluna C18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um); FM: gradiente
ACN:MeOH:éacido férmico 0,5%; fluxo: 1,2 mL/min; detec¢cdo: 340 nm.
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O aperfeigoamento do gradiente na separacao do extrato aquoso
bruto desta espécie permitiu a confirmagdo da complexidade de sua
constituicdo de flavonoides, sendo possivel distinguir aproximadamente
20 a 30 picos com boa resolu¢do entre si. A partir dessa melhor
separagdo, foi possivel identificar também 4’-O-metil-8-C-(6"’-acetil)-
glicopiranosil-luteolina, flavonoide previamente relatado por Ramos e
colaboradores (2007) e que devido ao seu elevado tempo de retengdo,
provavelmente ndo foi visualizado na metodologia anterior.

2.4.1.3 Analises por CLUE

A avaliacdo dos perfis cromatograficos de flavonoides por
CLUE foi realizada visando analises mais rapidas, com menor consumo
de amostra e de solventes, mantendo a resolu¢do adequada entre os
componentes previamente obtida por CLAE.

Para isso, foi feita a transposi¢do dos métodos de CLAE para
CLUE pelo software Empower”. Desse modo, foi possivel aplicar o
mesmo modelo de gradiente ja desenvolvido, fazendo com que se
mantivessem os mesmos perfis de flavonoides ja obtidos, mas em menor
tempo de analise e com menor consumo de solventes.

A Figura 27 apresenta os cromatogramas obtidos para as
espécies analisadas a partir da adequagdo da metodologia para CLUE.
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Figura 27 - Cromatogramas dos extratos aquosos das folhas das
espécies de Passiflora para analise de flavonoides por CLUE.
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FE: coluna C18 (100 x 2,9 mm; 1,8 pm i.d.); FM: gradiente ACN:acido
formico 0,5%; fluxo: 0,25 mL/min; detec¢do: 340 nm.

Com a utiliza¢do dessa técnica, foi possivel obter uma reducdo
de 60% no tempo total de andlise (10 min), quando comparado as
analises por CLAE (25 min), sem que houvesse perda de resolugio entre
0S picos.

No que diz respeito a metodologia otimizada para a espécie P.
tripartita var. mollissima, a transposi¢do do método também mostrou
bons resultados mesmo se tratando de um gradiente ternario, sendo que
o perfil do extrato se manteve praticamente inalterado e com uma
significativa reduc@o no tempo de analise (Figura 28).
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Figura 28 - Cromatograma do extrato aquoso das folhas de P. tripartita
var. mollissima para analise de flavonoides por CLUE.
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FE: coluna C18 (100 x 2,9 mm; 1,8 um i.d.); FM: gradiente
ACN:MeOH:4cido formico 0,5%; fluxo: 0,25 mL/min; detecgdo: 340
nm.

As caracteristicas observadas em nossas analises corroboram
com estudos anteriores, que ja demonstraram a potencial aplicagdo da
técnica de CLUE para analises de espécies de Passiflora. Pietrogrande e
colaboradores (2010), em estudo comparativo de diferentes fases
estacionarias para CLUE, realizou a separagdo do extrato bruto de P.
incarnata usando uma coluna Acquity” BHE C18, com tempo total de
analise de 20 minutos, identificando no extrato os flavonoides orientina,
vitexina e isovitexina.

Recentemente, foi avaliada a constitui¢do de flavonoides de
diversas espécies de Passiflora por CLUE-UV-MS. Utilizando como
fase estacionaria uma coluna Acquity” BEH Shield C18 foi possivel
realizar a analise de quatro flavonoides C-glicosideos (orientina,
isoorientina, vitexina e isovitexina) em um tempo total de analise de 10
minutos. Entretanto, ndo foi observada a presen¢a de nenhum desses
flavonoides C-glicosideos no extrato metandlico das folhas de P.
quadrangularis (AVULA et al., 2012).

Em ambos estes trabalhos, as condi¢cdes cromatograficas
empregadas foram similares a usada neste trabalho, havendo inclusive
tempos de analises similares, em especial para o estudo de Avula e
colaboradores (2012). Embora os autores tenham avaliado também a
espécie P. quadrangularis, o trabalho ndo apresenta cromatograma
desse extrato especificamente, o que ndo permite uma comparagdo direta
dos perfis de flavonoides.
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2.4.1.4 Analises por EC

Adicionalmente as analises de flavonoides por métodos
cromatograficos, também foram realizadas andlises do perfil de
flavonoides por EC. Diferentemente das técnicas cromatograficas, a EC
realiza a separacao baseada na diferenca da relagdo carga/massa entre os
componentes da amostra.

Revisdes sobre a analise e separa¢do de flavonoides revelaram
que a grande maioria dos trabalhos por EC utiliza como eletrolito de
corrida, tampdo borato, em concentragdes que variam de 25 a 75
mmol/L (MOLNAR-PERL; FUZFALI, 2005; RIJKE et al., 2006).

Marchart e colaboradores (2006), para analises de flavonoides
C-glicosideos em extrato de P. incarnata, utilizaram como eletrdlito de
corrida o tampdo tetraborato de sddio (TBS), na concentracdo de 25
mmol/L, com 20% de metanol como modificador orgéanico, em pH 9,5.
Com base nesse trabalho que foram definidas as condic¢des iniciais do
eletrolito de corrida utilizado em nossas analises.

Uma vez selecionadas as caracteristicas do eletrélito de corrida,
também foram determinadas as condigdes iniciais para a voltagem de
separagdo (30 kV), a temperatura do capilar (30 °C), a detecgdo (390
nm) e a inje¢do por modo hidrodindmico (50 mbar / 3 s).

Considerando que as analises cromatograficas prévias ja haviam
demonstrado uma maior complexidade de flavonoides no extrato aquoso
de P. tripartita var. mollissima, as analises eletroforéticas foram
iniciadas com o extrato dessa espécie. O eletroferograma obtido com as
condi¢des empregadas inicialmente esta apresentado na Figura 29.



99

Figura 29 - Eletroferograma do extrato aquoso das folhas de P.
tripartita var. mollissima por EC nas condigdes iniciais empregadas.
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Capilar: Silica fundida (60,5 comprimento total; 50 um i.d.); eletrélito:
TBS (25 mmol L™, 20% MeOH, pH 9,5); voltagem: 30 kV;
temperatura: 30 °C; detecgdo: 390 nm, injegdo: 50 mbar /3 s.

A baixa resolucdo observada para os picos nessa analise inicial
levou a realiza¢do de alteracdes em diversos parametros de modo que
alterassem o fluxo eletrosmdtico e melhorassem o perfil de separagao,
tais como a concentragdo do eletrdlito, a voltagem, temperatura, e até o
volume de injecdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Variaveis eletroforéticas avaliadas para a separacao de
flavonoides no extrato aquoso de P. tripartita var. mollissima.

Variaveis Valores

Concentracdo do eletrolito (mmol/L) 25 50 75
Voltagem (kV) 18 20 25 30
Temperatura (°C) 30 35 40 45
Tempo de injegdo (s) 3 5 10

A partir das analises realizadas segundo as alteracdes descritas
na Tabela 4, foi possivel obter uma separacdo satisfatoria dos
flavonoides presentes em P. tripartita var. mollissima. Dessa maneira,
essas condigoes eletroforéticas também foram empregadas nas analises
dos demais extratos de Passiflora. A Figura 30 abaixo apresenta os
eletroferogramas com os perfis de flavonoides das espécies analisadas.
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Figura 30 - Eletroferogramas dos extratos aquosos das folhas das
espécies de Passiflora para analise de flavonoides por EC.
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Pa: P. alata; Pq: P. quadrangularis; Pb: P. bogotensis, Pt: P. tripartita
var. mollissima. *: apigenina (P.L.).
Capilar: Silica fundida (60,5 comprimento total; 50 um i.d.); eletrélito:
TBS (50 mmol L, 20% MeOH, pH 9,5); voltagem: 25 kV;
temperatura: 30 °C; detec¢do: 390 nm.

As analises de flavonoides por EC se mostraram satisfatorias
em relacdo a redugcdo no tempo total de corrida e, em especial, a
resolugdo e simetria dos picos. Essa caracteristica de pico ¢
proporcionada pelo perfil tipico do fluxo eletrosmético (EOF) (Figura
31). O vperfil uniforme produzido pelo EOF produz bandas
eletroforéticas com maior frequencia dos que os obtidos em separagdes

por CLAE, devido ao fluxo parabolico, que evita a dispersdo das zonas
dos solutos.

Figura 31 - Perfil do fluxo obtido por CLAE e EC.
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Fonte: autor.
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Outro diferencial dessa técnica em relagdo as andlises por
CLAE ou CLUE ¢ o comprimento de onda utilizado na detec¢do. Nas
técnicas cromatograficas, a detec¢do de flavonoides C-glicosideos ¢
realizada geralmente na faixa de 330 a 350 nm, a qual constitui um dos
maximos de absorcdo desses compostos e que também confere
seletividade ao método. Ja nas analises por eletroforese capilar, a
utilizacdo do TBS como eletrélito de corrida, em pH 9,5, acaba por
deslocar esse maximo de absor¢do para um comprimento de onda de
maior valor, em torno de 390 nm. Esse efeito batocrdmico pode ser
observado na banda I no espectro de UV dos flavonoides analisados por
EC nessas condigdes, e € justificado pela formagdo de um complexo do
borato em meio basico com o grupamento ceto-hidroxi (C-4 e C-5) e
com as hidroxilas vicinais em C-3’ ¢ C-4’.

No que concerne ao perfil de flavonoides, a analise por EC
apresentou resultado similar ao observado anteriormente por CLAE,
especialmente na complexidade de sinais observada para cada extrato.
Os ajustes realizados nos parametros eletroforéticos, alterando as
caracteristicas do EOF, permitiram uma boa separagdo para os picos em
todos os extratos. Em relagdo ao extrato de perfil mais complexo (P.
tripartita var. mollissima) foi possivel obter uma separacdo com boa
resolucdo, comparavel com aquelas previamente descritas na literatura
para outros extratos de Passiflora (MARCHART; KRENN; KOPP,
2003; PASTENE et al., 2000; VOIRIN et al., 2000).

Comparando de modo qualitativo as andlises obtidas por
técnicas cromatograficas (CLAE e CLUE) e eletroforética (EC) para o
extrato de P. tripartita var. mollissima (Figura 32), observa-se que as
técnicas de CLUE e EC se destacam, principalmente, pelos seus tempos
de andlise, quase 4 vezes mais rapidas que por CLAE (12 min contra 45
min). Outro fator bastante relevante é o baixo consumo de amostra e
solventes, tanto por CLUE como por EC, o que torna essas técnicas
mais limpas e econdmicas. Apesar dessas vantagens no ambito
experimental, CLAE ainda ¢ a técnica mais difundida entre os
laboratorios no mundo, sendo também técnica oficial em grande parte
das farmacopeias, inclusive a Brasileira (BRASIL, 2010), na
caracterizacdo e identificagdo de espécies oficiais de Passiflora.
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Figura 32 - Comparagdo dos perfis de flavonoides do extrato aquoso
das folhas de P. tripartita var. mollissima obtidos por CLAE (A), CLUE
(B) e EC (C), respectivamente.
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2.4.2  Analise de saponinas
2.4.2.1 Analise por CCD

O perfil de saponinas dos extratos aquosos brutos das folhas das
diferentes espécies de Passiflora foi avaliado inicialmente por CCD,
usando como fase movel cloroférmio:etanol:acido acético (60:40:6,
v/v/v) e como reagente de deteccdo anisaldeido sulfurico seguido de
aquecimento (REGINATTO et al., 2001).

A analise por CCD indicou o acumulo de varias substancias
com caracteristicas cromatograficas de saponinas apenas nas espécies P.
alata e P. quadrangularis, considerando o comportamento de polaridade
e coloragdes das manchas apos a revelagdo. A Figura 33 apresenta o
perfil de saponinas das espécies estudadas neste trabalho.

Figura 33 - Cromatografia em camada delgada para analise de
saponinas nos extratos aquosos brutos das espécies analisadas.
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Pt: P. tripartita var. mollissima; Pb: P. bogotensis; Pq: P.
quadrangularis; Pa: P. alata.
FE: silica Fys4nm; FM:cloroformio:etanol:acido acético (60:40:5, v/v/v);
Deteccdo: anisaldeido sulfirico/aquecimento.

A presenca de saponinas em P. alata ja havia sido relatada em
trabalhos anteriores do grupo, nos quais se destaca o predominio da
saponina majoritaria quadrangulosideo, sendo inclusive a de maior
polaridade do extrato (REGINATTO et al.,, 2001, 2004). Birk e
colaboradores (2005) em uma analise qualitativa por CCD analisaram a
presenca de flavonoides e saponinas de 14 espécies de Passiflora de
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ocorréncia no sul do Brasil (citam-se: Passiflora actinia, P. alata, P.
amethystina, P. caerulea, P. capsularis, P. edulis var. flavicarpa, P.
elegans, P. foetida, P. misera, P. organensis, P. suberosa, P. tenuifila,
P. tricuspis e P. warmingii). Todas as amostras apresentaram
flavonoides em sua composi¢do, mas apenas em P. alata foi detectada a
presenga de saponinas.

Para P. quadrangularis, aparentemente ocorre um maior
acumulo de saponinas, em especial com caracteristicas mais apolares,
embora também apresente saponinas de elevada polaridade, como o caso
do proprio quadrangulosideo, o qual foi isolado pela primeira vez desta
espécie (ORSINI et al., 1985).

Ja para a P. tripartita var. mollissima, Bombardelli e
colaboradores (1975) descrevem a presenca da saponina passiflorina,
entretanto ndo sdo apresentados dados experimentais dessa substincia
para essa espécie, uma vez que tal trabalho era centrado na espécie P.
edulis. Apesar da descrigdo na literatura, ndo foi verificada, em nossas
analises, a presen¢a desses compostos no extrato.

2.4.2.2 Analise por CLAE

As andlises de saponinas por CLAE sdo condizentes com as
analises prévias por CCD, sendo possivel visualizar a predominéncia de
picos com comportamento cromatografico semelhante a saponinas
apenas nos extratos aquosos das folhas de P. alata e P. quadrangularis.
Nessa técnica, a identificacdo de saponinas foi realizada com base na
comparacdo do tempo de retengdo e de coinje¢do da amostra com
padrdes. Foram injetados 20 pL de cada amostra, na concentragdo de 5
mg/mL. Os perfis de saponinas das amostras analisadas estdo
apresentados na Figura 34.
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Figura 34 - Cromatogramas dos extratos aquosos de espécies de
Passiflora para analise de saponinas por CLAE.
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A: quadrangulosideo; B: P. alata; C: P. quadrangularis; D: P. tripartita
var. mollissima; E: P. bogotensis.
FE: coluna fenila (300 x 3.9 mm i.d.; 10pum); FM: gradiente ACN:H,0;
fluxo: 1,2 mL/min; detec¢do: 205 nm.

Por meio de comparacdo com amostra de referéncia, foi
possivel identificar a saponina majoritaria dos extratos aquosos, tanto
para P. alata quanto para P. quadrangularis, como sendo
quadrangulosideo (tr: 10,0 min). Nesse sentido, essa saponina ndo se
apresenta como um marcador quimico na diferenciagdo dessas espécies.
Uma discussdo mais aprofundada a esse respeito serd realizada no
Capitulo 5.

Observa-se ainda que, embora os perfis cromatograficos desses
dois extratos sejam similares em relagdo a seus compostos majoritarios,
ha diferengas em relag@o aos seus constituintes minoritarios.

2.4.3 Analise de alcaloides
2.4.3.1 Analise por CCD

As analises por CCD foram direcionadas especificamente para
alcaloides do tipo harmano, nas quais foi utilizado como fase movel
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cloroformio:acetona:dietilamina (5:4:1, v/v/v). Para detec¢do, foi
realizada observacdo em UV 254 ¢ 360 nm (WAGNER; BLADT,
1996).

A Figura 35 apresenta a analise de padrdes de alcaloide do tipo
harmano, tais como harmol, harmalol, harmalina, harmano e harmina, e
dos extratos aquosos. Nao foi possivel detectar a presenga destes
compostos.

Figura 35 - Cromatografia em camada delgada para analise de
alcaloides do tipo harmano nos extratos aquosos brutos das espécies
analisadas.
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Pa: P. alata; Pq: P. quadrangularis; Pb: P. bogotensis; Pt: P. tripartita
var. mollissima. 1: harmol; 2: harmalol; 3: harmina; 4: harmalina; 5:
harmano.

FE: silica Fys4nm; FM: cloroformio:acetona:dietilamina (5:4:1, v/v/v). A:
visualizagdo UV 254 nm. B: visualizagdo UV 360 nm.

2.4.3.2 Analise por CLAE

Para as analises por CLAE, foi utilizada uma adaptagdo de
metodologia previamente descrita por Santos e colaboradores (2006).
Utilizou-se como fase moével um sistema isocratico compostos de
tampao fosfato dibasico de sddio, 50 mmol/L, pH 8,0, MeOH ¢ ACN. A
deteccdo destes compostos foi realizada por UV em 245 nm.
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De forma semelhante a analise anterior, o perfil qualitativo por
essa técnica nao indicou a presenca de alcaloides do tipo harmano nos
extratos analisados (Figura 36).

Figura 36 - Cromatogramas dos extratos aquosos das folhas de espécies
de Passiflora para analise de alcaloides do tipo harmano por CLAE.
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1: harmol; 2: harmano; 3: harmina. A: P. alata; B: P. quadrangularis;
C: P. bogotensis; D: P. tripartita var. mollissima.
FE: coluna C18 (250 x 4.6 mm i.d.; 5pm); FM: fosfato dibasico de sédio
(50mM, pH 8,0):MeOH:ACN; fluxo: 1,0 mL/min; detecg@o: 245 nm.

2.4.3.3 Analise por CLUE

A avaliagdo dos perfis cromatograficos qualitativos de
alcaloides também foi realizada por CLUE. Conforme previamente
descrito, para as analises de flavonoides, o método empregado por
CLAE foi transposto para CLUE pelo software Empower®.

A Figura 37 apresenta os cromatogramas obtidos para as
espécies analisadas a partir da adequag@o da metodologia para CLUE,
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assim como o perfil dos padrdes de alcaloides harmano, harmina e
harmol.

Figura 37 - Cromatogramas dos padroes e extratos aquosos de espécies
de Passiflora para analise de alcaloides do tipo harmano por CLUE.

/ \\ 2 / \\ 3
[ |
] L // \\
/ \\ 286 ot |
\ i ’ \\ 28
I a 334 Y AT 334
i o .
1 )
I I
\‘ I\
\\ \\ |
I il
\ Il
J‘ \
| | |
| ||
| | ‘
| |
\ |
1 n
I H
n [
H I
o N / S\ S
mAU \
1200 \\ 279
VA
\ . \ 392
\\\R_////H
600 \\
Y
,Z . _
-
// vava
o— o~
0 3 5

1: harmol; 2: harmano; 3: harmina; A: P. alata; B: P. quadrangularis;
C: P. bogotensis; D: P. tripartita var. mollissima.
FE: coluna C18 (100 x 2,9 mm; 1,8 um i.d.); FM: fosfato dibasico de
sodio (50mM, pH 8,0):MeOH:ACN; fluxo: 0,2 mL/min; detec¢do: 245
nm.
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A transposi¢do do método de analise qualitativa de alcaloides
para a técnica de CLUE permitiu diminuir o tempo total de analise em
65%, em relacdo as analises por CLAE.

Assim como ja observado na técnica anterior, hda um actmulo
de picos nos minutos iniciais do cromatograma (Tr. ~1,0min). Esses
picos sobrepostos sdo referentes aos flavonoides presentes na amostra,
conforme demonstrado pelo espectro UV na Figura 37. Devido ao pH
basico (pH 8,0) da fase moével nas andlises de alcaloides, os flavonoides
acabam por ter seus maximos de absor¢do deslocados para valores de
maior comprimento de onda (Ansx 279 e 392 nm). Essa mesma
caracteristica também ja foi discutida na analise de flavonoides por EC
(Secao 2.4.1.4).

2.4.3.4 Analise por EC

O perfil de alcaloides dos extratos aquosos das espécies de
Passiflora também foi analisado por EC. Para tanto, foi utilizada
metodologia previamente descrita por Unger e colaboradores (1997).

Essas condigdes possibilitaram uma boa separacao dos padrdes
de alcaloides, e de igual maneira que as analises qualitativas anteriores,
ndo foi observada a presenca desses compostos nos extratos aquosos
(Figura 38).

Figura 38 - Eletroferogramas dos extratos aquosos das folhas das
espécies de Passiflora para analise de alcaloides por EC.
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1: harmano; 2: harmina; 3: harmol.
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Capilar: Silica fundida (60,5 comprimento total; 50 um i.d.); eletrélito:
AcNH, (100 mmol L™, 50% ACN, pH 4,0); voltagem: 15 kV;
temperatura: 15 °C; detecgdo: 245 nm.

A analise de alcaloides por EC apresentou algumas
caracteristicas relevantes em comparagdo as técnicas cromatograficas
empregadas anteriormente. A ordem de eluicdo dos padrdes ¢ alterada,
uma vez que a mobilidade eletroforética ¢ dependente da relagdo
carga/massa, ¢ ndo da polaridade, como em CLAE e CLUE. Nesse
sentido, o harmano apresentou menor tempo de migragao, enquanto que
na cromatografia liquida em fase reversa, quem apresentava o menor
tempo de eluicdo era o harmol (Figuras 36 ¢ 37).

Outro quesito avaliado foi o pH utilizado na separagdo
eletroforética. Como nessa técnica busca-se a ionizagdo dos compostos,
a andlise foi realizada em pH 4cido (4,0), o que proporcionou a
ionizagdo dos alcaloides e sua consequente migragao. Em contrapartida,
na cromatografia, busca-se evitar essa ioniza¢do. Nesse sentido, faz-se
uso de fase moveis em pH alcalinos, como a empregada neste trabalho
(fosfato dibasico de sodio, pH 8,0).

O tempo de analise empregado nessa metodologia (18 min)
ainda ¢ passivel de redugdo, tendo em vista que o alcaloide de menor
mobilidade analisado possui tempo de migragdo de 13,3 minutos. Ainda
assim, a EC apresenta, com essa metodologia, tempo de analise superior
ao apresentado pela técnica de CLUE (7 min).

Considerando exclusivamente essas duas ultimas técnicas, em
ambas, ndo foi possivel identificar alcaloides do tipo harmano nos
extratos aquosos, quando analisados em carater qualitativo, o que remete
ao questionamento de qudo sensivel seriam essas metodologias na
detecg@o de uma possivel presenga de alcaloides. Nesse sentido, buscou-
se realizar também analises quantitativas por CLUE e EC, a fim de
determinar os limites de quantificagdo e deteccao destas metodologias.

2.4.3.5 Determinagdo dos limites de detecgdo e quantificagdo

Uma curva de calibragdo do alcaloide harmano foi construida
em ambos os equipamentos, com o intuito de determinar a linearidade
do método, mas principalmente para determinar os limites de
quantificacdo e detec¢do destes métodos na eventual presenca de
alcaloides nos extratos aquosos analisados.
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A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para as curvas de
calibracdo do alcaloide harmano em EC e CLUE, assim como os valores
de sensibilidade.

Tabela 5 - Dados de linearidade e de sensibilidade para o alcaloide

harmano
Técnica Faixa linear  Equagiio da reta® Fator de LQ" LD"
(pg/mL) correlacao (ng/mL) (ng/mL)
(@)
EC 50,0-1,0 y=2,4144x +1,0596  0,9997 0,5 0,25
CLUE 50,0 — 0,065 y =123720x - 6479,9  0,9999 0,0315 0,0187

* EC: cinco pontos (n=3); CLUE: nove pontos (n=3)
b, LQ: limite de quantifica¢do; LD: limite de detecgdo.
Fonte: autor.

Os dados quantitativos demonstram que, embora ambas as
técnicas apresentem excelentes valores de correlagdo, o método por
CLUE ¢ cerca de 15 vezes mais sensivel que a EC, considerando que
ambos utilizaram mesmo tipo de detecgdo. Essa caracteristica ja era
esperada segundo dados da literatura, embora se saiba que ambas as
técnicas poderiam apresentar valor de deteccdo ainda menores se
utilizados detectores mais sensiveis, com por exemplo, espectrometros
de massa.

Considerando os limites encontrados, € possivel afirmar que os
extratos aquosos analisados nesta tese ndo possuem alcaloides do tipo
harmano em teores superiores a 0,0187 pg/mL (=0,0187 ppm).
Trabalhos quantitativos anteriores, com base em analises por CLAE,
também ndo detectaram esses compostos para espécies de Passiflora,
porém com limites de detec¢do superior (0,1 ppm) (REHWALD;
STICHER; MEIER, 1995). Grice e colaboradores (2001) conseguiram
detectar alcaloides em amostras comerciais de P. incarnata em teores
inferiores a 0,018 ppm, entretanto, utilizando CLAE acoplado a detector
por fluorescéncia.

2.4.4 Analise de aminoacidos

A composicdo de aminodcidos foi avaliada em virtude da
descrig@o na literatura da ocorréncia desses constituintes para espécies
do género, mas em especial pelo relato da presenga de acido y-
aminobutirico (GABA), na concentracdo de 0,5%, em P. incarnata
(MEIER, 1995). A presenca desse aminoacido poderia, supostamente,
influenciar a atividade destes extratos no SNC, mais especificamente
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atuando como composto responsavel pelas atividades sedativas e
ansioliticas. Cabe mencionar, todavia, que o aminoacido GABA,
embora atue como neurotransmissor em receptores gabaérgicos, levando
a efeitos sedativos e ansioliticos ou ainda antidepressivos, dificilmente
poderia exercer tal atividade quando presente em uma preparagdo
extrativa e ingerido via oral, uma vez que é pouco provavel ultrapasse a
barreira hemato-encefalica (PATRICK, 2009).

Para a analise da presenca de aminoacidos nos extratos de
Passiflora em estudo foi empregado a CCD utilizando um conjunto de
amostras auténticas de aminoacidos proteicos (Figura 39).

Figura 39 - Cromatografia em camada delgada de padrdes de
aminoacidos.
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ALA: alanina, PRO: prolina, GLU: ac. glutamico, VAL: valina, ILE:
isoleucina, LEU: leucina, 4OH-P: 4-hidroxileucina, PHE: fenilalanina,
TRP: triptofano, GLY: glicina, MET: metionina, ARG: argenina,
HIS:histidina, THR: treonina, ASN: asparagina, SER: serina.

FE: silica Fys4ym; FM: butanol:agua:acido acético (12:3:5, v/v/v).
Deteccdo: ninidrina/luz visivel.

Posteriormente, utilizando as mesmas condigdes
cromatograficas, foram analisados os extratos aquosos brutos das
espécies estudadas. A Figura 40 apresenta o perfil dos extratos aquosos
e também os aminoacidos identificados nestas espécies.
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Figura 40 - Cromatografia em camada delgada para analise de
aminoacidos em extratos aquosos das folhas de espécies de Passiflora.

pro gaba Pt Pq Pa Pb glu ala

pro: prolina; gaba: acido y-aminobutirico; glu: acido glutdmico; ala:
alanina; Pt: P. tripartita var. mollissima; Pq: P. quadrangularis; Pa: P.
alata; Pb: P. bogotensis.
FE: silica Fys4ym; FM: butanol:agua:acido acético (12:3:5, v/v/v).
Deteccdo: ninidrina/luz visivel.

Os resultados obtidos nas analises por CCD (Figura 40)
permitiram detectar a presenga de diversos aminoacidos, com perfil
semelhante entre as espécies. Contudo, pode ser observado que o extrato
aquoso de P. quadrangularis apresenta uma mancha de coloracdo
marrom diferenciada no Rf 0,26 em rela¢do aos demais extratos. Esse
aminoacido foi identificado como sendo a alanina, aminoacido presente
apenas nesta espécie. Foi possivel identificar ainda, através da
comparagdo do valor de Rf, coloragdo e por cocromatografia os
aminoacidos prolina (Rf 0,23), acido glutdmico (Rf 0,53) e acido v-
aminobutirico (Rf 0,33) em todas as espécies analisadas. (Figura 40 e
41).
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Figura 41 - Aminoacidos observados nas espécies de Passiflora
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Estudos prévios da literatura ja haviam descrito a presenca de
aminoacidos em Passiflora. Ainda que esses metabolitos sejam de
ocorréncia generalizada em espécies vegetais, a andlise destes
compostos esta descrita apenas a espécie P. incarnata. Para essa espécie
foram relatados os seguintes aminoacidos com suas respectivas
concentragdes: prolina (4%), 4cido glutdmico (1%), 4acido y-
aminobutirico (0,5%), isoleucina (0,5%), valina e ornitina (ambos em
tracos) (MEIER, 1995).

Nesse sentido, a observagdo de prolina, acido glutamico, acido
y-aminobutirico por esta técnica corrobora com os dados da literatura
para o género. Todavia, por CCD, ndo foi possivel observar a presenga
de isoleucina, valina ou ornitina. Adicionalmente, foi observada a
presenga de alanina em P. quadrangularis, aminoacido ainda ndo
relatado para espécies deste género.

2.5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse capitulo, foi possivel
concluir que:

e Os flavonoides C-glicosideos estdo presentes em todos os
extratos analisados, sendo os compostos que mais se destacam
em P. tripartita var. mollissima e P. bogotensis;

e De todas as espécies, P. tripartita foi a espécie que apresentou
maior diversidade de flavonoides glicosilados;

e Foi possivel identificar a presenca dos seguintes flavonoides nas
folhas das espécies analisadas:

o P. alata: oorientina, isovitexina e vitexina-2’’-O-
ramnosideo;
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o P. quadrangularis: vitexina
o P. bogotensis: isoorientina e isovitexina
o P. tripartita var. mollissima: isoorientina, orientina,
vitexina,  swertisina,  4’-O-metil-8-C-(6’"-acetil)-
glicopiranosil-luteolina
A presenca de saponinas foi observada apenas nos extratos
aquosos das espécies P. quadrangularis ¢ P. alata, sendo
identificada a saponina quadrangulosideo em ambos os
extratos;
Nos extratos aquosos analisados ndo foram detectados
alcaloides do tipo harmano em teores superiores a 0,0187 ppm
em sua composi¢ao.
Todos os extratos apresentaram aminoacidos em sua
constituicdo, sendo identificados a prolina e os acidos
glutdmico e y-aminobutirico em todos os extratos. Alanina foi
observada apenas no extrato aquoso das folhas de P.
quadrangularis.
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CAPITULO 3 — Isolamento de flavonoides glicosilados das folhas de
Passiflora quadrangularis por HSCCC

3.1 INTRODUCAO

Flavonoides sdo encontrados em diversas plantas medicinais em
todo o mundo, e constituem uma das principais classes de metabolitos
secundarios presentes nas espécies do género Passiflora, geralmente na
forma de flavonoides C-glicosideos. Conforme ja abordado no Capitulo
1, diversas sdo as espécies de Passiflora que apresentam estudos
quimicos descrevendo a identificagdo e isolamento de flavonoides C-
glicosideos (MARCHART; KRENN; KOPP, 2003; ULUBELEN et al.,
1982a,b,c; ZUCOLOTTO et al., 2012).

Para a espécie P. quadrangularis, embora existam alguns
estudos quimicos sobre sua constituigdo de saponinas (ORSINI;
PELIZZONI; VEROTTA, 1985; ORSINI et al., 1987), poucos também
sd0 os estudos da composi¢do de flavonoides presentes nesta espécie
(SAKALEM et al.,, 2013; ZUCOLOTTO et al., 2012). Como ja
apresentado no Capitulo 2, o perfil de flavonoides observados no
extrato aquoso bruto desta espécie indicou a presenga de quatro
componentes majoritarios (Figura 25), cuja identificacdo ndo pode ser
concluida com base nas analises prévias. Buscou-se, desse modo, o
isolamento destes flavonoides para a posterior identificacdo por técnicas
espectroscopicas.

Um grande nimero de técnicas sdo utilizadas na separagdo de
maneira preparativa de flavonoides, incluindo cromatografia em coluna,
usando diversos adsorventes, como gel de silica, gel de permeacdo
molecular, resina sintéticas, como Amberlite®, além de CLAE em modo
preparativo. O uso dessas diferentes técnicas varia conforme cada grupo
de pesquisa, mas também pode depender da classe de flavonoides
investigada (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Uma alternativa as técnicas classicas de isolamento desses
compostos seria o uso da Cromatografia Contracorrente de Alta
Velocidade. Esta técnica evita problemas como a adsor¢do irreversivel,
permite a injecdo de grande quantidade de amostra sem necessidade
prévia de purificacdes, além de possibilitar a obten¢do de grandes
quantidades de substancia isolada (PENG et al., 2005).

Essa ultima caracteristica é desejavel no que corresponde aos
procedimentos subsequentes dados as substancias isoladas, como os
processos de identificagdo ou ainda a investigacao biologica, na qual um
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dos principais obstaculos esta relacionado com a quantidade destes
compostos para a realizagdo de experimentos farmacologicos.

Neste capitulo ¢ apresentada inicialmente uma breve revisdo
sobre a Cromatografia Contracorrente € o seu emprego para O
isolamento de flavonoides. Posteriormente, ¢ descrito o processo de
isolamento de flavonoides C-glicosideos a partir das folhas de P.
quadrangularis  por Cromatografia Contracorrente, seguida da
elucidacdo estrutural destas substancias por meio de analises
espectroscopicas.

3.1.1 Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade

3.1.1.1 Principios

A cromatografia contracorrente (CCC) é, essencialmente, uma
forma de parti¢do liquido-liquido, na qual a fase estacionaria liquida ¢
retida no equipamento sem o uso de uma matriz porosa ou adsortiva,
enquanto a outra fase imiscivel atua como fase movel. O principio deste
método de separagdo envolve a partigdo de um soluto entre duas fases
liquidas imisciveis, e sua distribuicdo entre cada uma das fases
(CONWAY, 1990).

Lyman C. Craig e Otto Post, na década de 50, desenvolveram
um equipamento que consistia em uma série de tubos conectados entre
si de modo continuo, submetidos a um processo de rotagdo manual
(Figura 42). A técnica, denominada de Distribuicdo em Contracorrente
(CCD, do inglés ‘Countercurrent Distribution’) foi implementada para a
separagdo da substancia antimaldrica atebrina de seus metabdlitos no
sangue, na urina de cdes e também de pacientes (SRIVASTAVA, 2008).

Figura 42 - Equipamento de Craig-Post de Distribui¢do em
Contracorrente (CCD).

Fonte: Srivastava (2008).
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A CCC propriamente dita foi desenvolvida na década de 70,
como consequéncia de uma investigagdo do Dr. Yoichiro Ito no intuito
de melhorar a separac@o de linfocitos por um processo de sedimentagéo
centrifugal usando uma centrifuga de bobina planetaria-helicoidal.
Inicialmente foi referida como partigdo liquido-liquido, e apenas depois,
introduziu-se a nomenclatura cromatografia contracorrente (CONWAY,
2011).

Ainda nos anos 70, Yoichiro Ito e colaboradores introduziram a
cromatografia contracorrente em gotas (Droplet Countercurrent
Chromatography - DCCC), que consistia na passagem de gotas de fase
movel através de uma fase estaciondria liquida imiscivel, no sentido de
realizar uma parti¢do continua do soluto entre as duas fases (Figura
43a). Essa técnica ¢ bastante limitada devido ao tempo de andlise e a
especificidade dos solventes envolvidos, para que se consiga formar
gotas de tamanho e mobilidade adequados. Ja4 a cromatografia
contracorrente de rotacdo locular (Rotation Locular Countercurrent
Chromatography - RLCCC) ¢ similar com a DCCC, no entanto difere
quanto a posi¢ao dos tubos, os quais sao dispostos em torno de um eixo
rotacional (Figura 43b). Entretanto, a RLCCC usualmente apresenta
uma menor resolug¢do quando comparada a DCCC (CONWAY, 1990).
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Figura 43 - Equipamentos DCCC (a) e RLCCC (b).
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Fonte: Srivastava (2008).

As técnicas modernas de CCC aplicam campos de
forg¢a centrifuga para manter a fase estacionaria dentro da coluna. Entre
essas técnicas, a mais utilizada atualmente no isolamento de produtos
naturais ¢ a Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC)
(PAN, 2007).

A HSCCC utiliza como suporte para a fase estacionaria um tubo
de teflon, que realiza dupla rotacdo, com um movimento planetario ao
redor de um eixo central, semelhante aos movimentos de rotacdo e
translagdo realizados pelos planetas ao redor do Sol. Enquanto a fase
estacionaria ¢ mantida dentro da coluna devido a forca centrifuga, a fase
modvel € bombeada em alta velocidade por uma bomba de alta pressdo
(Figuras 44 e 45) (SRIVASTAVA, 2008).
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Figura 44 — Ilustra¢do esquematica do movimento de rotacdo da coluna
do HSCCQC, e a distribui¢do das fases em seu interior.

Fonte: Srivastava (2008).

Figura 45 - Ilustracdo representativa das partes que compdem o
HSCCC.
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Fonte: Filmore (2001).

O equipamento de HSCCC consiste em reservatorios de
solventes, com a fase modvel e fase estacionaria em compartimentos
separados, uma bomba de alta pressdo, valvula de inje¢do e coluna
constituida de um tubo de teflon enrolado em forma de espiral (Figura
46). Pode-se optar por acoplar ao sistema um detector e um coletor de
fragdes automatico.
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Figura 46 - Fotos do equipamento de HSCCC.

onte: Autor.

Comparativamente a  outras técnicas cromatograficas

preparativas, a CCC mostra vantagens em relacdo a diversos aspectos
dos demais métodos tradicionais de separagdo cromatograficos solido-
liquido. Entre os quais se poderiam destacar:

3.1.1.2

Versatilidade, conveniéncia e velocidade;

Boa resolucdo de separagio;

Reprodutibilidade;

Econdmica, tendo em vista o baixo consumo de solventes € o
relativo baixo custo do equipamento;

Recuperacdo total da amostra, sem que essa apresente
degradacdo por modificagdes quimicas ou perda da atividade
bioldgica, em fracionamentos bioguiados.

Selecdo do sistema de solventes para HSCCC.
A escolha de um sistema de solventes adequado ¢ a etapa de

maior importancia no desenvolvimento do método para analise por
HSCQC e representa parte crucial para o sucesso da separagdo (COSTA,;
LEITAO, 2010; SRIVASTAVA, 2008).

Uma forma utilizada para a escolha do sistema de solventes

consiste em preparar a mistura de solventes em um funil de separacéo e
agitar vigorosamente, ¢ mede-se o tempo para se atingir o equilibrio e
ocorrer a separacao total das fases. A seguir uma pequena quantidade de
amostra (cerca de 2 mg ja ¢ suficiente) é adicionada em um tubo de
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ensaio ao qual se adiciona 4 mL de cada fase ao tubo. Apos, o tubo de
ensaio deve ser novamente agitado de forma vigorosa, para que ocorra a
distribuicdo do(s) analito(s) entre as fases. Estas fases sao
posteriormente separadas, seus solventes evaporados sob pressdo
reduzida e analisadas por CCD ou CLAE (COSTA; LEITAO, 2010;
LEITAO et al., 2005; SRIVASTAVA, 2008).

Diversos parametros podem ser avaliados quando se busca
definir o melhor sistema de solventes para cada amostra. Entretanto,
apenas dois serdo brevemente discutidos neste trabalho: o tempo de
equilibrio entre as fases (settling time) e o coeficiente de parti¢ao (K).

3.1.1.2.1 Tempo de equilibrio

No ambito da HSCCC, o tempo necessario para que as fases de
um sistema bifasico se separem completamente, atingindo o equilibrio
apos sua interacdo, ¢ chamado de settling time. O tempo necessario para
essa separagdo deve ser o menor possivel, preferencialmente inferior a
30 segundos. Esse parametro indica que, durante as analises, o equilibrio
hidrodindmico serd rapidamente atingido, garantindo uma reten¢do
satisfatoria da fase estacionaria (COSTA; LEITAO, 2010;
SRIVASTAVA, 2008).

3.1.1.2.2 Coeficiente de parti¢do

O coeficiente de particdo (K) ¢ uma constante usualmente
expressa através da divisdo da concentragdo do soluto na fase
estacionaria pela concentragdo do soluto na fase movel. Para uma boa
separagdo, o composto alvo deve apresentar um valor na faixa de 0,5 <
K <1,0. Baixos valores de K, indicam que o composto serd eluido muito
préximo ao fronte da fase movel e, portanto, com baixa resolucdo. Altos
valores de K indicam uma reten¢do excessiva do composto na fase
estaciondria, levando a um alto tempo de eluicdo e pico alargado e
diluido (COSTA; LEITAO, 2010; SRIVASTAVA, 2008).

Na escolha do sistema de solventes, pode-se utilizar como fase
estacionaria ou fase movel tanto a fase inferior como a fase superior. O
sistema cromatografico é dito ‘fase normal’ quando a fase estaciondria é
mais polar que a fase movel, e consequentemente ‘fase reversa’, quando
a fase estacionaria ¢ mais apolar que a fase movel. (CONWAY, 1990)

Na sele¢@o do sistema de solventes, alguns requisitos devem ser
considerados:

e O analito deve ser estavel nos solventes utilizados;
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e O sistema de solventes deve formar obrigatoriamente duas fases
imisciveis, sendo desejavel que as fases possuam volumes
semelhantes;

e O coeficiente de particao (K) do analito no sistema de solventes
deve estar entre 0,5 e 1,0.

e A separacdo completa das fases do sistema de solventes deve
ocorrer em até 30 segundos.

3.1.1.3 HSCCC no fracionamento e isolamento de flavonoides C-
glicosideos.

Sutherland e Fisher (2009) revisaram cerca de 200 trabalhos
sobre a separacdo e purificagdo de metabolitos de plantas usando
HSCCC: de um total de 363 compostos isolados a partir de 108
espécies, cerca de 25% desses eram flavonoides, agliconas ou
glicosideos.

Recentemente, Costa e Leitdo (2010) revisaram os sistemas de
solventes desenvolvidos para o isolamento de flavonoides, apresentando
separadamente os sistemas de solventes para flavonoides glicosilados,
sejam eles do tipo O-glicosideos ou tipo C-glicosideos. Os autores
destacaram trés ‘familias’ de solventes como as mais utilizadas no
isolamento desses compostos por CCC: hexano-acetato de etila-
metanol-agua; cloroférmio-metanol-agua; acetato de etila-butanol-agua.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as espécies, compostos ¢
condigdes cromatograficas utilizadas para o fracionamento e/ou
isolamento de flavonoides C-glicosideos por CCC, descritos em
trabalhos disponiveis na literatura, a partir de uma revisao nas bases de
dados SCOPUS e ScienceDirect.

Tabela 6 - Condi¢des cromatograficas para o fracionamento e/ou
isolamento de flavonoides C-glicosideos por CCC.

Espécie Compostos Solventes Referéncia
Achillea Isoschaftosideo = CHCl;:MeOH:iPrOH:H,O Krenn et
nobilis (9:12:1:8), FM: superior al., 2003
Cecropia  6-C-galactosil- CHCl;:MeOH:H,0 Oliveira et
Iyratiloba 6’-0-f- (46:25:29), FM: inferior al., 2003

galactopiranosil

-apigenina, AcOEt:BuOH:MeOH:H,O

isoorientina, (35:10:11:44), FM: inferior
orientina,

isovitexina
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Patrinia Isoorientina, AcOEt:BuOH:H,0 Peng et

villosa isovitexina (2:1:3), FM: inferior al., 2005

Trollius Orientina, AcOEt:BuOH:H,0 Zhou et

ledebouri  vitexina, 3-O- (2:1:3), FM: inferior al., 2005
neohesperoside

o-quercetina

Até o desenvolvimento desta tese, ndo haviam sido descritos na
literatura trabalhos sobre o isolamento de flavonoides em espécies de
Passiflora utilizando a técnica de HSCCC. O unico trabalho sobre o uso
da técnica de CCC para o fracionamento de extratos de espécies de
Passiflora diz respeito ao isolamento de triterpenos glicosilados das
folhas P. quadrangularis por DCCC. Nesse estudo, subfracdes do
extrato metanodlico foram submetidas a DCCC, possibilitado o
isolamento das saponinas quadrangulosideo, 33-O-gentiobiosideo-9,19-
ciclolanostano-22,25-ep6xi-33-21,22(R)-triol e 0 3-0-p-D-
glicopiranosil-(1->2)-f-D-glicopiranosideo  do  acido  oleanolico
(ORSINIL; VEROTTA, 1985) (Figura 17).

3.2 OBJETIVOS
e Isolar por Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade
(HSCCC) flavonoides a partir do extrato aquoso bruto das
folhas de P. quadrangularis.
e Identificar os flavonoides isolados por técnicas como UV, EM e
RMN.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Material vegetal
Folhas de P. quadrangularis foram coletadas em Gigante,
Huila/Colombia, conforme descrito na Tabela 2 (Capitulo 2).

3.3.2 Preparacio dos extratos

As folhas de P. quadrangularis foram secas em estufa de ar
circulante (35-40 °C) e moidas em moinho de facas. Ap6s a moagem,
500 g de material vegetal foram extraidos por infusdo aquosa, na
proporg¢ao planta:solvente de 1:10 (m/v) a 95 °C, durante 10 minutos.
Posteriormente, os extratos foram filtrados, congelados e liofilizados.
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3.3.3 Equipamentos

Evaporador rotatorio Biichi® equipado com bomba, controlador
de pressdo e recirculador de agua termostatizado. A concentragdo de
extratos e fragdes foi realizada em temperatura ndo superior a 45 °C.

As analises por CLAE foram realizadas em um equipamento
PerkinElmer® Series 200, equipado com um detector UV com arranjo
de diodos (UV-DAD), bomba quaternaria, ‘degasser’ on-line, e injetor
automatico. Os dados foram processados no software TotalChrom®
Workstation.

As andlises por CLAE-EM foram realizadas em um
equipamento Shimadzu~ LC-10A, acoplado com um detector de massas,
modelo LCMS-2010EV, do Departamento de Quimica da Universidad
Nacional de Colombia (Bogotd, Colombia). Os espectros foram
adquiridos em modo negativo, através da ionizacdo por eletrospray
(ESI)-MS quadrupolo simples. A voltagem do detector foi ajustada para
1,5 kV; a voltagem do CDL em 150 V; a temperatura do CDL em 250
°C; a voltagem do QarrayRF a 150 V e o fluxo de nitrogénio como gas
nebulizador foi ajustado a 1 L/min.

As analises por Cromatografia Contracorrente foram realizadas
em um Cromatografo Contracorrente P.C.Inc.", equipado com uma
coluna preparativa multicamada (400 mL) equilibrada com contrapeso,
bomba de alta pressdo Merck-Hitachi® modelo L-6000, ¢ um coletor de
fragdes automatico Eldex”.

As andlises de RMN foram realizadas no Departamento de
Quimica da Pontificia Universidad Javeriana (Bogota, Colombia), em
um equipamento Bruker” (300 MHz / 75 MHz) e as amostras
solubilizadas em DMSO-dj.

3.3.4 Procedimentos gerais

Os solventes empregados neste trabalho, tanto de qualidade
analitica (P.A.) quanto grau CLAE sdo de origem Merck” e Tedia”.
Agua para fins de analise por CLAE foi purificada em um sistema Milli-
Q (Millipore®, Bedford, USA). Todas as solugdes de amostras para
analise por CLAE foram filtradas através de membrana 0,22 pm
previamente ao uso.

3.3.5 Hidrolise acida

Cerca de 200 mg de extrato aquoso bruto seco foram
dissolvidos em 100 mL de acido cloridrico 1 mol/L e aquecidos a 80 °C,
sob agitacdo, durante 1 hora. O hidrolisado foi neutralizado com NaOH
1 mol/L e seu volume ajustado para 100 mL com agua. Uma pequena
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aliquota foi separada e o restante particionado com acetato de etila (3x
20 mL). A fase aquosa dessa particdo foi posteriormente particionada
com n-butanol (3x 20 mL). O extrato hidrolisado, as fases orgéanicas
(AcOEt e n-BuOH) ¢ a fase aquosa foram levadas a secura e analisadas
por CCD e CLAE.

3.3.6  Analises cromatograficas

As cromatografias analiticas em camada delgada foram
realizadas em placas de gel de silica F254nm Merck, em suporte de
aluminio. Os extratos e fragdes contento flavonoides foram analisados
por CCD utilizando como sistema eluente acetato de etila:acetona:acido
acético:agua (6:2:1:1, v/v/v/v). A deteccdo dos flavonoides nos
cromatogramas foi realizada mediante observagdo sob luz ultravioleta
(254 e 360 nm) apos revelagdo com o agente cromogénico Reagente
Natural (difenilboriloxietilamina 1% em metanol).

As purificagdes por coluna cromatografica foram realizadas
com gel de permeagio molecular Sephadex”™ LH-20 GE.

As condig¢des cromatograficas para as analises por CLAE sdo as
mesmas ja descritas no Capitulo 2, com uma pequena alteracdo do
gradiente da fase movel, com o intuito de diminuir o tempo de analise.
Para tanto, o gradiente de fase mével de acetonitrila (solvente A) e acido
formico 0,5% (B), com 15-35% A (0-20 min). O fluxo foi mantido
constante em 1,2 mL/min e a detecg¢do realizada a 340 nm com a
aquisi¢do de espectros UV na faixa de 190 a 450 nm. As analises foram
realizadas a temperatura ambiente (21 £ 2°C).

3.3.7 Analises por Cromatografia Contracorrente de Alta

Velocidade

O isolamento de flavonoides a partir do extrato aquoso bruto
das folhas de P. quadrangularis foi realizado com o uso da HSCCC,
seguida de uma purificacdo dos compostos por cromatografia de
exclusdo molecular.

Baseado nos trabalhos revistos por Costa e Leitdo (2010), foi
escolhido inicialmente o sistema AcOEt:BuOH:H,0, ja utilizado para o
isolamento de flavonoides em outras espécies (PENG et al., 2005;
ZHOU et al., 2005) e empregado em modo gradiente, no isolamento de
fenilpropandides e iridoides (LEITAO et al., 2005).

A partir deste sistema, foram realizadas variagdes nas
propor¢des de butanol, visando a separa¢do dos compostos de interesse
por CCC em modo gradiente, tendo como ponto de partida as
proporcdes descritas por Leitdo e colaboradores (2005). A selecao do
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sistema de solvente foi realizada por uma analise preliminar em escala
piloto em tubos de ensaio.

Brevemente, foram preparados em tubos de ensaio os sistemas
de solventes nas propor¢des descritas na Tabela 7. Para isso, os tubos
foram agitados vigorosamente e o tempo de separagdo total das fases
medido. A seguir uma pequena aliquota do extrato aquoso bruto das
folhas de P. quadrangularis foi adicionada a cada tubo de ensaio, os
quais foram novamente agitados de maneira vigorosa. Apos a separagio
total entre as fases, essas foram separadas em funil de separagdo e os
solventes eliminados em evaporador rotatorio. As fases foram retomadas
em metanol e analisadas por CCD, com o intuito de observar a
distribui¢ao dos compostos de interesse entre as fases.

Tabela 7 - Sistemas de solventes testados para a separagdo de
flavonoides a partir do extrato aquosos das folhas de P. quadrangularis

por HSCCC.
Sistemas AcOEt BuOH H,0
A 1 0,1 1
1 0,2 1
B 1 0,5 1
C 1 0,7 1
1 1,0 1
D 1 1,2 1
1 1,5 1

A partir dessas andlises, foi selecionado inicialmente um
sistema em gradiente composto de quatro etapas usando o sistema de
solventes AcOEt:BuOH:H,0 (1:X:1), onde X = 0,1 (sist. A), 0,5 (sist..
B), 0,7 (sist.. C) e 1,2 (sist.. D). A fase aquosa inferior do sistema A foi
usada como fase estaciondria, enquanto que as fases organicas
superiores dos sistemas A — D foram usadas como fases moveis, no
sentido de elui¢cdo cauda-cabeca, com fluxo de fase movel de 3 mL/min
e uma rotacdo de 800 rpm. A coluna (400 mL) foi previamente
equilibrada com a fase estacionaria e movel do sistema A, apresentando
uma retengdo de 62,5% de fase estacionaria (250 mL). O extrato (1 000
mg) foi dissolvido em 6 mL de ambas as fases do sistema A e essa
solucdo foi injetada depois de atingido o equilibro hidrodinamico.

Foram coletadas fracdes de 9 mL, em um total de 90 fracdes,
com a seguinte distribuicdo dos sistemas: sistema A, tubos 1-12; sistema
B, tubos 13-39; sistema C, tubos 40-65 e sistema D, tubos 66-90. As
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fracdes 33-41 (73,4 mg) apresentaram predominancia de um unico
flavonoide, porém com impurezas, as %uais foram eliminadas apds a
realizagdo de uma coluna com Sephadex™ LH-20, usando metanol como
fase movel. As fracdes 10-14 provenientes da coluna de Sephadex®
apresentaram um flavonoide isolado (30,7 mg), codificado como PqF1.

Com base nos resultados obtidos com o primeiro gradiente, as
proporgdes do sistema de solventes foram ajustadas, a fim de melhorar a
separacao dos flavonoides com base em sua polaridade e ordem de
elui¢do, buscando o isolamento dos demais componentes.

O novo gradiente do sistema de solventes foi ajustado conforme
a Tabela 8:

Tabela 8 - Gradiente do sistema de solventes usados para a separacdo
de flavonoides a partir do extrato aquosos das folhas de P.
quadrangularis por HSCCC (em v/v/v).

Sistemas AcOEt BuOH H,0
A 1 0,2 1
B 1 0,4 1
C 1 0,6 1
D 1 0,8 1

Da mesma maneira que na analise anterior, a fase aquosa
inferior do sistema A foi usada como fase estaciondria, enquanto que as
fases organicas superiores dos sistemas A — D foram usadas como fases
moveis, no sentido de elui¢do cauda-cabega, com fluxo de fase movel de
3 mL/min e uma rotagio de 800 rpm. A coluna (400 mL) foi
previamente equilibrada com a fase estacionaria e mével do sistema A.

De igual modo que separagdo anterior, a retencdo da fase
estacionaria foi de 62,5% (250 mL). Para realizagdo do processo, 1 000
mg do extrato foram dissolvidos em 6 mL de ambas as fases do sistema
A e a solucdo contendo o extrato solubilizado injetada ap6s o sistema
atingir o equilibro hidrodinamico. Foram coletadas 143 fragdes de 6 mL
cada, com as distribui¢des do sistema de gradiente em relagdo as fracdes
a seguinte: sist. A, tubos 1-29; sist. B, tubos 30-63; sist. C, tubos 64-
102; sist. D, tubos 103-143.

O gradiente empregado nesta separacdo permitiu separar oS
flavonoides majoritarios diretamente do extrato aquoso bruto em quatro
fra¢des: fr. 30-40 (93,2 mg), fr. 45-50 (15 mg), fr. 53-70 (81 mg), fr. 71-
74 (22,8 mg). Apos, essas fracdes foram, separadamente, purificadas em
colunas com Sephadex® LH-20, fornecendo respectivamente, os
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flavonoides isolados codificados como PqF1 (31,0 mg), PqF2 (8,4 mg),
PqF3 (16,8 mg), PqF4 (6,8 mg).

3.4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme ja apresentado no Capitulo 2, a andlise da
constituicdo de flavonoides nas folhas de P. quadrangularis indicou a
presenga de quatro compostos majoritarios, os quais ndo puderam ser
identificados quando comparados com padrdes de flavonoides C-
glicosideos disponiveis em nosso laboratorio. Por outro lado, foi
possivel a identificagdo de um composto minoritario como sendo
vitexina (Figura 25).

3.4.1 Hidrodlise acida

A hidrélise acida realizada com o extrato aquoso bruto de P.
quadrangularis, preliminarmente a analise das substincias isoladas,
forneceu informagdes sobre as substincias presentes no extrato. A
analise por CCD do extrato hidrolisado revelou grande reducdo na
intensidade das manchas observadas no extrato aquoso bruto, e
formagdo predominante de duas manchas, referentes a vitexina e
orientina. Ainda, foi observada a presenga de glicose livre no extrato
hidrolisado, demonstrando que uma das substancias também possui
acucar unido através de ligacdo osidica. As analises por CLAE
confirmaram essas alteracdes, observadas na intensidade dos picos
referentes aos flavonoides (Figura 47).
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Figura 47 - Cromatograma do extrato aquoso bruto (A) e do extrato
hidrolisado (B) das folhas de P. quadrangularis por CLAE.
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mAU
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1: orientina; 2: vitexina.
FE: coluna C18 (250 x 4.6 mm i.d.; Sum); FM: gradiente ACN:acido
formico 0,5%; fluxo: 1,2 mL/min; detec¢do: 340 nm.

A andlise das fragdes organicas buscou identificar a formagao
de agliconas a partir do processo de hidrélise, em especial na fracdo
AcOEt, mais apolar. Entretanto, ndo foi detectada a presenca de
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agliconas, especialmente apigenina e luteolina, usadas como referencia
(dados ndo apresentados).

Esses resultados revelam a natureza das substincias presentes
no extrato como sendo flavonoides C-glicosideos, mais especificamente
apontam para flavonoides O-glicosil-C-glicosilados, cuja hidrélise
proporcionou a liberagcdo da segunda unidade de agucar, glicose, e o
aumento na concentracdo do C-glicosideo. Poderia-se esperar ainda a
formac¢do dos isOmeros vitexina/isovitexina e orientina/isoorientina,
originados através da isomerizagdo de Wessely-Moser (Figura 6).
Entretanto, a ndo visualizagdo dos respectivos isomeros pode ter
ocorrido devido as condi¢gdes de hidrolise empregadas. A ocorréncia
desse tipo de rearranjo ¢ referida, por exemplo, com o uso de acido
cloridrico 2 M e submetido a refluxo por varias horas. As condi¢des
empregadas nesse trabalho justificariam os dados observados, onde
ocorreu o rompimento da ligagdo osidica com liberacdo de unidades de
acucar, embora nio tenha ocorrido abertura do anel pirano, que levaria a
formagédo de isomeros.

3.4.2 Isolamento de flavonoides glicosilados de P. quadrangularis

O sistema de solventes selecionado AcOEt:BuOH:H,O ¢
composto de dois solventes organicos misciveis e um terceiro solvente
aquoso imiscivel nos outros dois. Considera-se dessa forma que nesta
familia de solventes o butanol possui um papel de modificador orgéanico,
pois ele me mistura preferencialmente na fase organica (AcOEt) ao
invés da fase aquosa (LEITAO et al., 2005; COSTA; LEITAO, 2010).

O sistema AcOEt:BuOH:H,O apresenta certas caracteristicas
adequadas para seu emprego em modo gradiente em fase normal, uma
vez que o aumento da propor¢do de butanol no sistema causa uma
grande varia¢@o na fase organica, mas pouco afeta a fase aquosa. Isso
permite a separacdo de compostos com caracteristicas de polaridade
similares ao se realizar ajustes finos na propor¢do de butanol ao longo
do gradiente (LEITAO et al., 2005).

Sendo assim, em um primeiro momento, foi realizada a
separacao do extrato aquoso bruto por HSCCC com o sistema acetato de
etila:butanol:agua (1:X:1, onde X = 0,1, 0,5, 0,7 e 1,2), determinado
previamente por analises por CCD, conforme descrito previamente
(Secao 3.3.7).

Embora tenha sido eficaz para o isolamento do flavonoide
majoritario, o método empregado inicialmente ndo se mostrou efetiva
para a purificacdo dos demais flavonoides presentes no extrato. Desse
modo, buscou-se uma melhora do gradiente de fase movel utilizado, de
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modo a proporcionar uma separacdo mais efetiva dos demais
flavonoides de interesse.

O gradiente foi entdo alterado para acetato de etila:butanol:agua
(1:X:1, onde X =0,2, 0,4, 0,6 ¢ 0,8). Com essas alteragdes foi possivel
separar os flavonoides majoritarios diretamente do extrato aquoso bruto
em quatro fragdes. Posteriormente essas fragdes foram purificadas em
colunas com Sephadex® LH-20, utilizando MeOH como fase méovel. A
Figura 48 apresenta a analise por CCD das fragdes obtidas por HSCCC,
com os flavonoides isolados em destaque.

Figura 48 - Cromatografia em camada delgada dos flavonoides isolados
das folhas de P. quadrangularis obtidos por HSCCC.

FE: silica Fys4,m; FM: acetato de etila:acetona:acido acético:agua
(6:2:1:1, v/v/v/v); Deteccdo: Reagente Natural/ UV 360 nm.

Os quatro flavonoides isolados foram ainda analisados por
CLAE-DAD e por CLAE-EM. A Figura 49 apresenta o cromatograma
do extrato aquoso bruto de P. quadrangularis, com os espectros UV e
massa observada no pico molecular dos picos respectivos aos compostos
isolados.
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Figura 49 - Cromatograma do extrato aquoso das folhas de P.
quadrangularis por CLAE, com destaque para os flavonoides isolados.
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FE: coluna C18 (250 x 4.6 mm i.d.; Sum); FM: gradiente ACN:acido
formico 0,5%; fluxo: 1,2 mL/min; detecgdo: 340 nm.
Massas estdo presentadas em modo negativo [M-H]. Demais condi¢des
cromatograficas, ver Item 3.3.5.

3.4.2.1 Analise do flavonoide PqF1

Esse flavonoide foi isolado a partir de duas separagdes distintas
por HSCCC, ambas sendo purificadas por coluna de Sephadex®. Em
cada separacdo, foi obtida exatamente a mesma quantidade de 34,5 mg.
A substancia pura se apresentou como pé amarelo amorfo.

Na analise por CCD, o flavonoide PqF1 apresentou um Rf
aproximado de 0,50, no sistema descrito na Figura 48, o que sugere a
presenca de agucar na molécula, devido a sua polaridade. Quando
revelado com Reagente Natural e visualizado sob luz UV 360 nm a
mancha apresentou coloragdo verde, indicativo de nucleo flavona do
tipo apigenina.

O espectro UV apresentado pelo flavonoide PqF1, observado na
Figura 49, também corrobora quanto a presenca de um nicleo 4’-
hidroxiflavona, tipo apigenina (UVy: 269 e 335nm) (MARKHAM,
1982). Na analise por CLAE-EM, o composto apresentou o pico de
maior massa em m/z 563 [M-H]J".

Com parte da massa obtida de substancia pura foram realizados
diferentes espectros de ressondncia magnética nuclear como 'H RMN,



135

BC RMN, HSQC e COSY e TOCSY, sendo possivel atribuir os
deslocamentos quimicos para cada carbono e hidrogénio. A
interpretagdo dos dados de RMN sera apresentada neste capitulo de
maneira conjunta entre os espectros obtidos, apontando os sinais
diagndsticos e mais caracteristicos que levaram a identificacdo dos
flavonoides.

Os dados obtidos por 'H RMN e C RMN, analisados
concomitantemente com HSQC, permitiram confirmar a aglicona como
apigenina, especificamente pelos quatro hidrogénios caracteristicos de
um anel aromatico 1,4-disubstituido (anel B) (6¢ 129,0 <« dy 8.03, 2H,
d,J=8.7THz e dc116,0 « 6y 6.90, 2H, d, J=8.7 Hz). O dupleto referente
aos hidrogénios H-3’ e H-5’ sdo observados em um campo mais
blindado que o dupleto dos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’, devido ao efeito
mesomérico da hidroxila livre em C-4’ e da influéncia de desblindagem
do anel C sobre H-2’ ¢ H-6" (efeito mesomérico da carbonila em C-4). A
presenga de um simpleto caracteristico de hidrogénio e do carbono
olefinico do anel C de flavonas foram observados (6 6.80 <> &¢ 102,5),
restando apenas um singleto em regido desblindada, referente ao anel A,
indicativo de um anel aromatico pentasubstituido (y 6.24 <> 3¢ 98,2).

A presenga do sinal em dy 6.24 indica o hidrogénio na posi¢ao
C-6 ¢ a substituicdo na posi¢do C-8. Essa indicag@o pode ser confirmada
ao comparar valores de deslocamento quimicos descritos na literatura
para os hidrogénios nestas posi¢des com o valor observado para PqF1
(Tabela 9).

Tabela 9 - Valores de deslocamento quimico dos hidrogénios
observados para PqF1 (DMSO-ds; 300 MHz) e para orientina e
isoorientina ligados em C-6 e C-8 (DMSO-d4; 300 MHz).

PqF1 Orientina* Isoorientina*
H-6 H-8
5 6.24 $6.22 5 6.44

Fonte: *Costa e colaboradores (2011).

A observagdo de sinais de dois hidrogénios de carbonos
anoméricos (0y 4,79, d, J/=10,0 Hz < 6¢ 71,6 ¢ &y 3,88, d, /=7,1 Hz &
S¢ 105,9), assim como dois sinais de metilenos (8y 3,75 br d; 3,58 <> d¢
61,0 e 0y 2,93; 2,36 t «> d¢ 65,6) é coerente com a massa observada de
564 para PqF1, apontando para a presenga de dois residuos de aglicar na
molécula do flavonoide, neste caso, condizentes com uma hexose e
pentose junto ao nucleo apigenina. Os valores de deslocamento quimico
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observados para os carbonos anoméricos permitem ainda inferir que se
tratam de acucares de diferentes naturezas (C- e O-glicosideos).
(Figuras 50, 51 e 52).
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Figura 50 - Espectro ampliado de "H RMN do flavonoide PqF1 (DMSO-dj; 300 MHz).
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Figura 51 - Espectro ampliado de ?C RMN do flavonoide PqF1 (DMSO-dy; 75 MHz).
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Figura 52 - Espectro de correlagio HSQC do flavonoide PqF1 (DMSO-dy; 300 / 75 MHz).
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Pela observacdo do espectro de correlagdo COSY (Figuras 55 e
56) ¢ HSQC (Figura 52), foi possivel caracterizar, a partir dos
hidrogénios anoméricos, a sequéncia dos hidrogénios e carbonos
referentes as unidades de agucar (Figuras 53). Os espectros de TOCSY
confirmaram quais hidrogénios pertenciam ao mesmo sistema acoplado
de spin (Figuras 54 ¢ 57).

O agucar ligado diretamente ao nucleo flavonico foi
identificado como glicose, em vista dos valores de deslocamento
quimico caracteristico de 'H e "°C, o que ja era esperado em vista da
formagédo de vitexina no processo de hidrolise acida. Para a identificacdo
do segundo acgucar foram comparados os valores de deslocamento
quimico de "*C para pentoses O-C-glicosideos (AGRAWAL; BANSAL,
1989; COMPAGNONE et al., 2008).

Figura 53 - Sequencia de hidrogénios da glicose determinados pelas
correlagdes vicinais observadas no espectro COSY.

*
AIATAIA
479 406 349 346 3728

H H H H H

o H 3,58
anomerlco\ | | | | | 61.0 / 6a" )
C—C—C—C—C—C

1" " 3 4" 5"
71,6 80,9 784 702 819 H 3,75
6b"

*: correlagdo sobreposta.

Figura 54 - Sequencia de hidrogénios da xilose determinados pelas
correlagdes vicinais observadas no espectro COSY.

* *
AIAIA
388 278 287 2,97

H H H H

| | | | /H 2,36
anomérico 65.8 59"
™~ cC—C—C—C—o=C *
1"' 2m 3m 4,.,
106,1 73.8 75,7 69.4 H 2,93
SH"

*: correlagdo sobreposta.
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Figura 55 - Espectro de correlagdo COSY do flavonoide PqF1 (DMSO-ds; 300
MHz).
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Figura 56 - Ampliagdo do espectro de correlagdo COSY do flavonoide PqF1
(DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 57 - Espectro de correlagdo TOCSY do flavonoide PqF1 (DMSO-dy; 300 MHz).
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Apesar da auséncia de espectro de correlagdo a longa distancia
HMBC, foi possivel definir a posi¢do da ligacdo entre os aguicares com
base na comparacgdo dos valores de deslocamento quimico dos carbonos
que compdem essas unidades. Na Tabela 10, os valores de deslocamento
quimico dos carbonos referentes as posi¢cdes C-1"" e C-2’" da unidade de
glicose do flavonoide PqF1 e da unidade de glicose da vitexina e 2’’-O-
glicosil-vitexina podem ser comparados.

Tabela 10 - Valores de deslocamentos quimicos dos carbonos C-2’" da
unidade de glicose observados para PqF1, vitexina e 2’’-O-glicosil-

vitexina.
PqF1 Vitexina* 2>’-0-glicosil-
vitexina *
c-17 71,6 78,8 71,4
c-2” 80,9 73,9 81,7

Fonte: *Agrawal; Bansal (1989)

Com base nesses dados é que foi proposto que a segunda
unidade de agucar, que corresponde a xilose, encontra-se ligada ao C-2"’
da glicose, definindo-se assim os locais de ligacdo das unidades de
acicar como sendo nas posicdes C-8 e C-2°°, respectivamente para
glicose e xilose.

Esses dados espectroscopicos corroboram com a massa
observada para o composto (m/z = 564), e com os resultados obtidos apds
o processo de hidrolise acida, indicando tratar-se de um flavonoide
diglicosilado, do tipo O-glicosil-C-glicosideo, denominado 2°’-O-xilosil-
vitexina (Figura 58).

Os valores de deslocamento quimico dessa substincia sdo
similares aos observados na literatura (Tabela 11) (COMPAGNONE et
al., 2008).

Tabela 11 - Dados de 'H (300 MHz) ¢ '*C RMN (75 MHz) para o
flavonoide PqF1 em DMSO-dy, e comparacao com valores da literatura
para 2’’-O-xilosil-vitexina.

PqF1 (2°’-O-xilosil-vitexina) 2”’-0O-xilosil-vitexina*®
C o'H 6 1*C o'H 6 *C
2 - 163,9 - 164,2
3 6,80 (s) 102,5 6,80 (s) 102,8
4 - 182,1 - 182,4
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5 OH (13,15 s)
6 6,24 (s)

7 -

8 -

9

10 -
1' -
2e6  8,03(d,J=8,7)
3es 6,90 (d, J=8,7)
4 -

1" 4,79 (d, J=10)
2" 4,06 (1, J=9,1)
3" 3,49

4" 3,46

5" 3,28 (m)

3,75 (br d, J=11);

6" 3,58"

" 3,88 (d, J=7,1)
2 2,78 (1, J=8,0)
3 2,87 (1, J=8,0)
4 2,97 (m)

2,93%:2.36 ¢,

5" J=12,2)

160,6
98,2
162,8
103,8
156,7
103,9
121,7
129,0
116,0
161,3
71,6
80,9
78,4
70,2
81,9

61,0
105.,9
73,8
75,7
69,4

65,6

OH
6,27

8,04
6,94
4,83
4,09
3,58
3,54
3,32

3,91
2,80
2,90
3,02

3,79; 3,60

3,02; 2,39

160,9
98,5
163,1
104,0
156,9
104,1
121,9
129,2
116,3
161,5
71,9
81,6
78,6
70,5
82,1
61,3

106,1
74,0
76,2
69,7
65,8

Fonte: *Compagnone e colaboradores (2008). ': sinais sobrepostos.

Figura 58 - Estrutura do flavonoide PqF1: 2°’-O-xilosil-vitexina
OH

g 6"

4" . LCH,OH
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Este € o primeiro relato do isolamento de 2°’-O-xilosil-vitexina a
partir do extrato aquoso de P. quadrangularis. Nao obstante, durante a
elaboracdo dessa tese, esse flavonoide foi identificado no extrato
hidroetandlico desta mesma espécie com base nos dados de andlise por
CLAE-DAD-ESI-MS/MS (SAKALEM et al., 2012). Anteriormente, esse
composto ja havia sido relatado para outras espécies de Passiflora, tais
como P. serratifolia (ULUBELEN; MABRY, 1980), P. cyanea, P.
oerstedii, (ULUBELEN; AYYILDZ; MABRY, 1981) P. serratodigitata,
(ULUBELEN; KERR; MABRY, 1982) ¢ P. foetida (ULUBELEN et al.
1982c).

Para P. alata também foi descrita a presenca desse derivado de
vitexina (ULUBELEN et al., 1982b), no entanto, ndo sdo apresentados
dados espectroscopicos para possivel comparagdo. Outros estudos que
avaliaram a composi¢do quimica das folhas de P. alata descrevem
apenas a presenca de 2’’-O-ramnosil-vitexina como o flavonoide
majoritario, ndo relatando a presenga de 2’’-O-xilosil-vitexina
(DOYAMA et al., 2005; MADOGLIO, 2011; PEREIRA et al., 2004;
ZUCOLOTTO et al., 2012).

3.4.2.2 Analise do flavonoide PqF2

O composto foi isolado a partir da segunda metodologia
desenvolvida para HSCCC, sendo obtido 8,7 mg de substancia pura, na
forma de p6 amorfo de cor amarela.

O flavonoide apresentou um Rf aproximado de 0,45 quando
analisado por CCD no sistema descrito na Figura 48, o que também
sugere a presenca de aglcar na molécula, devido a sua polaridade.
Quando revelado com Reagente Natural e visualizado sob luz UV 360
nm a mancha apresentou coloracdo amarela clara, indicativo de nucleo
flavona do tipo luteolina.

O espectro UV do flavonoide PqF2, observado na Figura 49,
apresenta maximos de absor¢do caracteristico de uma flavona de nucleo
luteolina (UV i 258, 268 e 348 nm) (MARKHAM, 1982). Analises por
CLAE-EM, apontaram o pico de maior massa em m/z 579 [M-H].

Esses dados sdo condizentes com um nucleo luteolina e a
presencga de dois residuos de agucar, que poderiam ser uma hexose e uma
pentose. Em comparag@o com o flavonoide PqF1, ¢ interessante observar
que a diferenga de massas (16 m/z) entre as duas substancias condiz com
a diferenca de nucleo desses flavonoides, que seria apenas um oxigénio.
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A totalidade da massa obtida do flavonoide PqF2 isolado foi
utilizada para andalises por RMN, para a qual foram obtidos os espectros
de 'H RMN, HSQC ¢ HMBC. Os espectros de RMN obtidos para essa
substancia foram realizados em MeOH deuterado, considerando a maior
facilidade de recuperacdo da amostra, diferentemente do composto PqF1
(que foi analisado em DMSO-dj).

Os dados obtidos por 'H RMN e HSQC permitiram confirmar a
aglicona como luteolina, em especial pela presenca dos sinais de
hidrogénios caracteristicos de um anel aromatico 1,3,4-trisubstituido
(anel B), com dois desses hidrogénios em posi¢ao orto (dy 7,56, d, J=2,0
Hz < 8¢ 114,5; 84 7,52, dd, J=2,0 e 8,3 Hz <> o¢ 119,9; 3y 6.92, 1H, d,
J=8.3 Hz & 6¢ 116,5). (Figura 59 ¢ 60).

De forma coerente com a massa observada para essa substancia
e assim como nos espectros do flavonoide PqF1, sdo observados sinais
de dois hidrogénios e carbonos anoméricos (6y 5,02, d, /=10,0 Hz <> 6¢
73,5 e oy 4,13, d, J=7,4 Hz < ¢ 105,9), e também de dois sinais de
metilenos (0 3,96; 3,89 < o8¢ 62,5 e oy 3,19; 2,61 < 5¢ 66,4). Quando
comparado os espectros HSQC de ambos flavonoides, foi possivel
concluir que a porgdo glicidica dessas substincias eram as mesmas, uma
glicose e uma xilose (Figura 60).



Figura 59 - Espectro de 'H RMN do flavonoide PqF2 (CD;0D; 300 MHz).
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Figura 60 - Espectro de correlagdo HSQC do flavonoide PqF2 (CD;0D; 300 / 75 MHz).
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Figura 61 - Espectro de correlagdo HMBC do flavonoide PqF2 (CD;0D; 300 / 75 MHz).
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Figura 62 - Ampliacao do espectro de correlagdo HMBC do flavonoide
PqF2 (CD;0D; 300/ 75 MHz),
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unidades de agucar.

Por meio da analise do espectro de HMBC, o ponto de ligacao
dos agucares a agliconas foi determinado pela correlagdo entre o
hidrogénio H-1"" da glicose (6y 5,02) e o carbono C-8 do nucleo
luteolina (5¢ 104,5). Ja a ligagdo entre os agucares foi determinada pela
correlagdo entre o hidrogénio H-1""" da xilose (6y 4,13) e o carbono C-
2’ da glicose (6¢ 80,1) (Figura 61 ¢ 62).
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Os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios e
carbonos do flavonoide foram comparados com os observados para o
flavonoide anteriormente elucidado, e estdo apresentados na Tabela 12.
O conjunto dos dados permitiu identificar o flavonoide PqF2 como
sendo 2’’-O-xilosil-orientina, flavonoide recentemente descrito para as
folhas de P. quadrangularis, por meio de uma analise de CLAE-DAD-
ESI-MS/MS (Figura 63) (SAKALEM et al., 2013).

Tabela 12 - Dados de 'H (300 MHz) ¢ ">C RMN (75 MHz) para o
flavonoide PqF2 em CD;0D, em comparag@o com o flavonoide PqF1,
identificado como vitexina-2’’-O-xilosideo, em DMSO-dj.

PqF2 PqF1
C 6'H 8 *C 6'H 8 *C
2 - 165,2 - 163,9
3 6,55 (s) 103,3 6,80 (s) 102,5
4 - 182,7 - 182,1
5 - 162,1 OH (13,15 s) 160,6
6 6,25 (s) 98,3 6,24 (s) 98,2
7 - 163,7 - 162,8
8 - 104,5 - 103,8
9 - 157,6 - 156,7
10 - 104,5 - 103,9
I - 123,4 - 121,7
2 7,56 (d, J=2,0) 114,5 8,03 (d, J=8,7) 129,0
3! - 146,1 6,90 (d, J=8,7) 116,0
4 - 150,1 - 161,3
5 6,92 (d, J=8,3) 116,5 6,90 (d, J=8,7) 116,0
6’ 7,52(dd,J=2,0;83) 1199 8,03 (d, J=8,7) 129,0
1" 5,02 (d, J=10) 73,5 4,79 (d, J=10) 71,6
2" 431 (t, 1=9,4) 80,3 4,06 (t, J=9,1) 80,9
3" 3,70 79,9 3,49 78,4
4" 3,70 71,5 3,46 70,2
5" 3,47 (m) 82,6 3,28 (m) 81,9

6" 3,96; 3,89 62,5 3,75; 3,58 61,0
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1" 4,13 (d,J=7,4) 105.,9 3,88 (d, J=7,1) 105.,9
2" 2,96 (t, J=8,0) 74,9 2,78 (t, J=8,0) 73,8
3" 3,08 (t,J=8,0) 77,3 2,87 (t, J=8,0) 75,7
4" 3,13 (m) 70,6 2,97 (m) 69,4
s 3,19; 2,61 66,4 2,93; 2,36 65,6

Figura 63 - Estrutura do flavonoide PqF2: orientina-2’’-O-xilosideo.
OH

E 6"

4" . LCH.0H

3.4.2.3 Analise do flavonoide PqF3

O flavonoide foi isolado sob a forma de pd amorfo, de
coloragdo amarela, com uma massa de 16,8 mg. Nas analises por CCD,
o flavonoide PqF3 apresentou um Rf aproximado de 0,40, no sistema
descrito na Figura 48 ¢ quando revelado com Reagente Natural e
visualizado sob luz UV 360 nm a mancha apresentou coloragdo verde,
indicando portanto, tratar-se de um flavonoide glicosilado, de nucleo
flavona do tipo apigenina.

O flavonoide PqF3 apresentou um espectro UV também
caracteristico de nucleo flavona do tipo apigenina (UV s 269 e 335
nm) (MARKHAM, 1982), e uma massa de m/z 593 [M-H], o que indica
a possivel presenca de duas moléculas de hexoses ligadas ao nucleo
apigenina.

A totalidade da massa do composto isolado foi utilizada para a
aquisicdo dos espectros de RMN, os quais apresentaram diversos sinais
similares aos observados para o flavonoide PqF1, em especial os
correspondentes a parte aglicona. Devido a essa similaridade, ¢ que a
identificacdo do flavonoide PqF3 foi realizada principalmente de
maneira comparativa.

Por meio da andlise dos espectros de 'H RMN e HSQC (Figura
64 e 65), e em comparagdo com o flavonoide PqF1 (Tabela 13), foi
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possivel confirmar o nucleo apigenina, ¢ a presenga de duas unidades de
agucar.

Entretanto, observa-se clara distingdo no que diz respeito a uma
das unidades de agucar. Como ja mencionado, a massa observada para
PqF3 (594) é coerente com a presenca de duas hexoses. Nesse sentido, a
analise detalhada dos espectros de HSQC, COSY (Figura 67) e TOCSY
(Figura 68) permitiu a caracterizagdo das duas unidades de agticar como
sendo glicoses. Esses dados comprovam os resultados observados no
procedimento de hidrdlise acida, onde foi observada a formagdo de
vitexina e glicose.

As coneccdes entre as unidades de glicose e destas com o
nicleo foram determinadas pelas correlagdes de longa distancia,
observadas no espectro de HMBC (Figura 66). E possivel observar a
correlagdes do hidrogénio anomérico da primeira unidade de glicose (H-
1, 8y 5,05) com o carbono C-8 (d¢ 103,7) da aglicona, e a correlagdo
do hidrogénio anomérico da segunda unidade de glicose (H-1""", oy
4,20) com o carbono C-2" (¢ 81,2).
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Figura 64 - Espectro de 'H RMN do flavonoide PqF3 (CD;0D; 300 MHz).
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Figura 65 - Espectro de correlagdo HSQC do flavonoide PqF3 (CD;0D;
300/75 MHz)
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Figura 66 - Ampliacao do espectro de correlagdo HMBC do flavonoide
PqF3 (CD;OD; 300/ 75 MHz)
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HO.

Figura 67 - Ampliagao do espectro de correlacdo COSY do flavonoide PqF3 (CD;OD; 300 MHz).
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Figura 68 - Espectro de correlagio TOCSY do flavonoide PqF3 (CD;0D; 300 MHz).
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Tabela 13 - Dados de 'H (300 MHz) ¢ "*C RMN (75 MHz) para o
flavonoide PqF3 em CD;0D, em comparagdo com o flavonoide ja
elucidado PqF1 (em DMSO-dj).

PqF3

PqF1 (2°’-O-xilosil-

vitexina)
C 6'H 8 3C o'H 8 *C
2 - 165,0 - 163,9
3 6,60 (s) 103,2 6,80 (s) 102,5
4 - 182,5 - 182,1
5 - 161,9 OH (13,15 s) 160,6
6 6,25 (s) 99,1 6,24 (s) 98,2
7 - 163,2 - 162,8
8 - 103,7 - 103,8
9 - 157,0 - 156,7
10 - 104,2 - 103,9
I - 122,1 - 121,7
2'e6  798(d,J=8,6)  129,6 8,03(d,J=8,7)  129,0
3e5  695(d,J=8,6) 116,6 6,90 (d, J=8,7)  116,0
4 - 161,4 - 161,3
1" 5,05 (d, J=10) 73,1 4,79 (d, J=10) 71,6
2" 4,30 (t, J=9,4) 81,2 4,06 (t, J=9,1) 80,9
3" 3,73 79,6 3,49 78,4
4" 3,68 71,7 3,46 70,2
5" 3,46 (m) 82,3 3,28 (m) 81,9
6" 3,90; 3,80 62,4 3,75; 3,58 61,0
1" 420(d,J=7,7) 1053 3,88 (d,J=7,1)  105,9
2" 2,99 (t, J=6,3) 75,3 2,78 (t, J=8,0) 73,8
3m 3,14m 77,2 2,87 (t, J=8,0) 75,7
4" 3,14 (d, J=5,1) 70,6 2,97 (m) 69,4
5 2,71 76,7 2,93; 2,36 65,6
6" 3,30; 3,40 61,9 - -
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Esses dados condizem com os valores de massas obtidos para
essa molécula, permitindo identificar o flavonoide PqF3 como sendo
2’’-0O-glicosil-vitexina (Figura 52), flavonoide descrito recentemente
para as folhas de P. quadrangularis (SALAKEM et al., 2013).

Figura 69 - Estrutura do flavonoide PqF3: 2°’-O-glicosil-vitexina

o
CH,0H

3.4.2.4 Analise do flavonoide PqF4

O flavonoide PqF4 foi o quarto composto isolado por HSCCC,
a partir do qual foram obtidos 6,8 mg, sob a forma de pé6 amorfo, de
colora¢do amarela. A analise por CCD revelou um Rf aproximado de
0,35 no sistema descrito na Figura 48. A coloragdo da mancha
observada quando revelada com Reagente Natural e visualizado sob luz
UV 360 nm era amarela clara, indicativo de nucleo flavona do tipo
luteolina.

Seu espectro UV corrobora com as caracteristicas tipicas de um
nicleo flavona do tipo luteolina (UV s 258, 268 e 348 nm)
(MARKHAM, 1982) e as analise por CLAE-MS revelou uma ion
molecular de m/z 609 [M-H], o que também sugere a presenca de dois
acucares, do tipo hexoses, ligadas a aglicona. A diferenca de massas
entre PqF4 e PqF3 (16) condiz que a diferenga desses compostos seria
em relag@o a porcao aglicona (um atomo de oxigénio).

A totalidade da massa obtida do flavonoide PqF4 isolado foi
enviada para analises por RMN e, do mesmo modo que se realizou a
identificacdo dos demais flavonoides, para PqF4, também as analise dos
espectros permitiram a confirmagdo do nucleo luteolina, assim como a
identificac@o da presenca de duas unidades de acucar (Figuras 70 e 71).

Devido a presenga de diversos sinais em comum com OS
espectros dos flavonoides ja elucidados, a identificacdo do flavonoide
PqF4 foi por meio de andlise comparativa dos espectros, tanto em
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relagdo aos valores de hidrogénio, carbono e também correlagdes
(Tabela 14).

Desse modo, foi possivel identificar o flavonoide PqF4 como
sendo 2°"-O-glicosil-orientina (Figura 72), flavonoide relatado pela
primeira vez para a espécie P. quadrangularis.
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Figura 71 - Espectro de correlagio HSQC do flavonoide PqF4 (CD;0OD; 300 / 75 MHz)
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Tabela 14 - Valores dos deslocamentos quimicos (6 ppm) dos carbonos
do flavonoide PqF4 comparados com os valores para PqF2 e PqF3
(CD50D; 75 MHz).

C PqF4 PqF2 PqF3
2 165,0 165,2 165,0
3 103,3 103,3 103,2
4 182,7 182,7 182,5
5 162,1 162,1 161.,9
6 99,0 98,3 99,1
7 163,7 163,7 163.,2
8 102,5 104,5 103,7
9 157,6 157,6 157,0
10 104,5 104,5 104,2
' 123,4 123,4 122,1
2 114,5 114,5 129,6
3 146,1 146,1 116,6
4 150,1 150,1 161,4
5’ 116,3 116,5 116,6
6’ 120,4 119,9 129,6
1" 73,2 73,5 73,1
2" 80,3 80,3 81,2
3" 79,9 79,9 79,6
4" 71,5 71,5 71,7
5" 82,6 82,6 82,3
6" 62,4 62,5 62,4
" 105.9 105.9 105,3
2" 74,9 74,9 75,3
3" 77,3 77,3 77,2
4" 70,6 70,6 70,6
s 66,4 66,4 76,7
6" 61,8 - 61,9
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Figura 72 - Estrutura do flavonoide PqF4: 2°"-O-glicosil-orientina

6" oH
CH,OH

3.5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, foi possivel
concluir que:

e A técnica de HSCCC, com elui¢do em modo gradiente, permitiu
a separacdo de quatro flavonoides C-glicosideos a partir do
extrato aquoso bruto das folhas de P. quadrangularis, os quais
foram purificados posteriormente por coluna de exclusdo
molecular;

e A metodologia empregada permitiu o isolamento com bom
rendimento desses flavonoides, variando entre 3 e 0,7% de
rendimento.

e Por meio de técnicas espectroscopicas e espectrofotométricas,
foi possivel identificar os flavonoides isolados como 2’’-O-
xilosil-vitexina (PqF1), 2°’-O-xilosideo-orientina (PqF2), 2°’-
O-glicosil-vitexina (PqF3) e 2”’-0-glicosil-orientina (PqF4).
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CAPITULO 4 - Isolamento e purificacdo de saponinas das folhas de
Passiflora quadrangularis.

4.1 INTRODUCAO

As saponinas presentes em espécies do género Passiflora veem
sendo estudadas desde a década de 70, principalmente em trabalhos com
P. edulis (BOMBARDELLI et al., 1975). Diversas estruturas tém sido
descritas para o género, embora a ocorréncia dessas substancias seja
restrita a poucas espécies, como ja apresentado no Capitulo 1. Dentre
essas espécies, destacam-se P. alata e P. quadrangularis, para as quais
jé foram identificadas algumas saponinas, com predominio de estruturas
de ntcleo cicloartano para P. quadrangularis (BOMBARDELLI et al.,
1975; ORSINI; PELIZZONI; VEROTTA, 1985; ORSINI et al., 1987,
SAKALEM et al, 2013) e predominio de derivadas de ntcleo
oleanolico e cicloartano para P. alata (REGINATTO et al., 2001), cujas
estruturas ja foram apresentadas no Capitulo 1 (Figuras 16 e 17).

As analises cromatograficas por CCD e CLAE apresentadas no
Capitulo 2 permitiram observar a presenca de saponinas, dentre as
espécies estudadas, apenas nos extratos aquosos das folhas de P. alata e
P. quadrangularis (Figura 33). Embora os perfis cromatograficos
desses dois extratos sejam similares em relagdo a seus compostos
majoritarios, observaram-se distintos compostos minoritarios, havendo
sido o extrato aquoso das folhas de P. quadrangularis o que apresentou
uma maior complexidade de componentes.

Este capitulo apresenta o processo de isolamento de saponinas a
partir das folhas de P. quadrangularis por meio de diferentes técnicas
cromatograficas e suas posteriores identificagdes através de técnicas
espectroscopicas.

4.2 OBJETIVOS

e Isolar por técnicas cromatograficas as saponinas das folhas de
P. quadrangularis.
o Identificar as saponinas isoladas por métodos espectroscopicos.
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43 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Material vegetal

Folhas de P. quadrangularis foram coletadas no municipio de
Gigante, Huila/Colombia, conforme descrito na Tabela 2 (Capitulo 2).

4.3.2 Preparacao dos extratos

As folhas de P. quadrangularis foram secas em estufa de ar
circulante (35-40 °C) e moidas em moinho de facas. Ap6s a moagem,
500 g de material vegetal foram extraidos por infusdo aquosa, na
proporcdo planta:solvente de 1:10 (m/v) a 95 °C, durante 10 minutos.
Posteriormente, os extratos foram filtrados, congelados e liofilizados.

4.3.3 Equipamentos

Evaporador rotatério Biichi equipado com bomba, controlador
de pressdo e recirculador de agua termostatizado. A concentragdo de
fragdes foi realizada em temperatura néo superior a 45 °C.

As analises por CLAE analitico foram realizadas em um
equipamento PerkinElmer Series 200, equipado com um detector UV
com arranjo de diodos (UV-DAD), bomba quaternaria, ‘degasser’ on-
line, e injetor automatico. Os dados foram processados no software
TotalChrom®™ Workstation.

Para as andlises por CLAE preparativo foi empregado um
cromatégrafo Shimadzu, composto por duas bombas isocraticas,
detector UV/Vis e injetor Rheodyne (volume do loop: 500 pL). Os
dados foram processados no software Class-VP.

As analises de RMN foram realizadas em um equipamento
Bruker (300 MHz / 75 MHz) e as amostras solubilizadas em piridina-ds,
no Departamento de Quimica da Pontificia Universidad Javeriana
(Bogota, Colombia).

4.3.4 Procedimentos gerais

Os solventes empregados neste trabalho, tanto de qualidade
analitica (P.A.) quanto grau CLAE sio de origem Merck e Tedia. Agua
para fins de analise por CLAE foi purificada em um sistema Milli-Q®
(Millipore, Beldford, USA). Todas as solugdes de amostras para analise
por CLAE foram filtradas através de membrana 0,45 um previamente ao
uso.
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4.3.5 Analises cromatograficas

As cromatografias analiticas em camada delgada foram
realizadas em placas de gel de silica Fjsqyn Merck, em suporte de
aluminio. A deteccdo das saponinas nos cromatogramas foi realizada
mediante observacao sob luz ultravioleta (254 e 360 nm) e visualizadas
com o agente cromogénico anisaldeido-sulfurico apds aquecimento a
100 °C pelo periodo necessario até maximo desenvolvimento de
coloragdo.

De modo geral, os extratos e fragdes contendo saponinas foram
analisados por CCD  utilizando como  sistema  eluente
cloroféormio:etanol:acido acético, em diferentes propor¢des (indicadas
nas figuras), ou ainda acetato de etila:acetona:acido acético:agua
(6:2:1:1, v/v/vIv).

Os fracionamentos em coluna cromatografica foram realizados
sob gel de silica Merck, com tamanho de particula de 0,020 — 0,063 mm
e de 0,063 — 0,200 mm e gel de permeagdo molecular Sephadex”™ LH-20
GE.

As condigdes cromatograficas nas analises por CLAE sao as
previamente descritas no Capitulo 2 para as analises de saponinas das
espécies P. quadrangularis e P. alata. Foi empregada uma coluna
Phenomenex Bondclone® Fenila (300 x 3.9 mm i.d.; 10um), com um
gradiente de ACN (A) e H,O (B), assim estabelecido: 29% A (0-10
min), 29-35% A (10-40 min), com fluxo de 1.2 mL/min e deteccdo a
205 nm, com aquisi¢do de espectro UV na faixa de 190 a 450 nm. As
analises cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente (21 +
2°C).

A separagdo nas andlise por CLAE em modo preparativo
foram realizadas em uma coluna preparativa C18 (250 x 10 mm i.d.; 10
um), com fase moével isocratica composta de ACN (A) e H,O (B), em
diferentes propor¢des, com fluxo de 2,5 mL/min e detec¢do a 205 nm.

4.3.6 Isolamento e purificacdo das saponinas de P. quadrangularis

Para o isolamento de saponinas a partir das folhas de P.
quadrangularis, 5 g do extrato aquoso bruto liofilizado foram
ressuspendidos em 500 mL de agua destilada e particionados com 200
mL de AcOEt, por trés vezes. A fase residual aquosa dessa primeira
parti¢do foi posteriormente particionada com 3 x 200 mL de BuOH. A
partir dessas fragdes, foram realizados os processos de isolamento
empregando diferentes técnicas cromatograficas. As Figuras 73 ¢ 74
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mostram esquemas do processo de purificacdo e isolamento partindo das
fragdes AcOEt e BuOH, respectivamente.

Figura 73 - Esquema do isolamento e purificagdo das substancias PqS1,
PqS2 e PgS3.

Fr. AcOEt
980 mg 890 mg

Cromatografia em coluna

Cromatografia Liquida de Média Pressao
FE: 80 g de gel de silica (0,063 —0,200 mm) FE: 80 g de gel de silica (0,020 —0,063 mm)
FM: CHCI;:EtOH:H,0 (100:40:5, v/v/v) FM: CHCL:EtOH:H,0 (100:40:5, v/v/v)
Fluxo: 4 mL/min Fluxo: 2 mL/min
Fragdes de 10 mL Fragoes de 10 mL

Fr. 60-85 (98 mg) Fr. 36-46 (127 mg)

L

4

Cromatografia em coluna
FE: 45 g Sephadex® LH-20

FM: MeOH
Fluxo: 1 mL/min
Fragdes de 3 mL

CLAE preparativo
FE: C18 (250 x 10 mm i.d.; 10 pm)
FM: ACN:H,0 (40:60, v/v)
Fluxo: 2,5 mL/min
Detecgao: 205 nm

Fr. 10-20 (79 mg)

A

CLAE preparativo
FE: C18 (250 x 10 mm i.d.; 10 pm)
FM: ACN:H,O (36:64, v/v)
Fluxo: 2,5 mL/min
Detecgao: 205 nm

PqS1 (7,0 mg)
PqS2 (22,4 mg)

Fonte: autor.
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Figura 74 - Esquema do isolamento e purificagdo das saponinas PqS4,
PqS5 e PgSé.

Fr. BuOH

4

Cromatografia Liquida de Média Pressdo
FE: 90 g de gel de silica (0,020 —0,063 mm)
FM: CHCI;:EtOH:H,0 (60:40:5, v/v/v), 60 min = (40:40:5, v/v/v), 180 min
Fluxo: 4 mL/min
Fragdes de 20 mL

|

[ Fr. 123-130 (73 mg) ]

J

Cromatografia em coluna
FE: 7 g de gel de silica (0,020 — 0,063 mm)
FM: CHCI;:EtOH:H,0 (40:40:5, v/v/v)
Fluxo: 2 mL/min
Fragdes de 3 mL

CLAE preparativo
FE: C18 (250 x 10 mm i.d.; 10 um)

FM: ACNH,0 (36:64, v/v)
Fluxo: 2,5 mL/min
Deteccao: 205 nm

PqS4 (4,1 mg)
PqS5 (3,7 mg)
PqS6 (4,8 mg)

Fonte: autor.

44 RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigacdo de saponinas nas folhas de P. quadrangularis
iniciou-se com a analise do extrato aquoso bruto por CCD e CLAE,
indicando a presenca de sete a dez compostos com comportamento
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cromatografico indicativo de saponina, tal como seu valor de Rf e
coloragdo, quando tratada com agente cromogénico anisaldeido-
sulfirico (CCD), ou tempo de retencdo (CLAE), conforme ja
apresentado no Capitulo 2 (Figuras 33 e 34).

Parte do extrato aquoso bruto (5 g) foi submetida inicialmente a
uma parti¢do com solventes organicos em polaridade crescente. Esse
processo forneceu as fragdes AcOEt e BuOH, que foram analisadas por
CCD (Figura 75).

Figura 75 - Cromatografia em camada delgada para analise do extrato
aquoso bruto e das fragdes BuOH e AcOEt das folhas de P.
quadrangularis.

ST AT

1: extrato aquoso bruto, 2: fr. BuOH, 3: fr. AcOEt.
FE: gel de silica Fysqnm; FM: acetato de etila:acetona:acido acético:agua
(6:2:1:1, v/v/v/v); Detecgdo: anisaldeido sulfurico/aquecimento.

A analise por CCD do extrato aquoso bruto e suas fragdes
BuOH e AcOEt apresentou manchas de coloragdes rosa e violacea apos
revelacdo com anisaldeido sulfurico seguido de aquecimento, o que,
adicionalmente a polaridade do sistema de solventes empregada, sugere
a presenca de saponinas. Como o esperado, ocorreu uma separagdo de
acordo com suas caracteristicas de polaridade, ocorrendo um maior
acumulo de compostos mais polares na fragdo BuOH quando comparada
a fracdo AcOEt, por meio da observagdo dos valores de Rf. Essas
fragdes foram posteriormente submetidas ao  fracionamento
cromatografico.

Os trabalhos de isolamento iniciaram-se a partir da fragdo
AcOEt, da qual foram isoladas trés substancias (Figura 76), cujas
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estruturas foram elucidadas conforme descrito a seguir. A fracdo BuOH
foi submetida aos processos cromatograficos posteriormente, e as
substancias isoladas a partir dessa fracdo ainda se encontram em
processo de analise espectroscopica, € por isso, ndo sdo apresentadas
nesta tese.

Figura 76 - Cromatografia em camada delgada para analise das
substancias isoladas da fracdo AcOEt (A) e da fragdo BuOH (B).

. e
o voc|

1: PgS1; 2: PqS2; 3: PqS3; 4: PqS4; 5: PgS5; PqSé6.
FE: gel de silica Fs4ny,; FM: cloroférmio:etanol:acido acético (A)
(60:40:5 v/v/v) (B) (40:40:5 v/v/v); Detecgdo: anisaldeido
sulfurico/aquecimento.

4.4.1 Analise da substincia PqS1

Essa substincia foi isolada a partir de diversas técnicas
cromatograficas, sendo a etapa final de isolamento e purificagio CLAE
preparativo, o que possibilitou a obten¢do de 7,0 mg de substincia pura,
na forma de p6 amorfo, de colorag@o branca. O grau de pureza (~90 %)
da substancia pode ser comprovado por analises por CCD e CLAE.

A totalidade da massa obtida dessa substancia foi utilizada para
andlises por RMN, para a qual foram obtidos os espectros de '"H RMN,
HSQC, HMBC, COSY ¢ TOCSY, a partir dos quais foi possivel
caracterizar e atribuir os deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio e carbono que compde a estrutura da saponina PqS1.

Na elucidagdo estrutural de saponinas, as analises por RMN
apresentam diversos sinais diagnosticos. De modo geral, as observacdes
iniciais se realizam no espectro de °C RMN, que indica o namero de
carbonos, seu grau e tipo de substituicdo, além de apontar a presenca ou
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auséncia de unidades de agucar na molécula, assim como possiveis
sinais diagnosticos caracteristico do nucleo que compde a saponina em
questao.

Nos procedimentos realizados para a substancia PqS1, ndo foi
adquirido o espectros de >C RMN. Na auséncia deste, a analise iniciou-
se pelo espectro de '"H RMN em conjunto com o espectro de correlagido
HSQC. Sendo assim, optou-se primeiramente pela observacao de alguns
sinais diagnosticos, seguidos da analise da porgdo glicidica e posterior
elucidacdo da aglicona.

O espectro de 'H RMN (Figura 78) apresentou como
caracteristica mais destacada a presenca de dois dupletos (J=4,0)
blindados em 6y 0,35 e dy 0,65, diagndsticos de hidrogénios geminais
de grupo ciclopropano, como observados em triterpenos derivados do
ciclolanostano. Por HSQC (Figura 79) foi possivel observar a
correlagdo desses hidrogénios com o mesmo carbono (6¢c 29.7 <« dy
0.35 e 0,65). Adicionalmente, outros sinais se destacam nos espectros,
como a presenca de cinco singletos, em regido caracteristica de
grupamento metila, e que apresentavam integracdo para trés
hidrogénios. Também através do HSQC, foi possiveis atribuir a esses
hidrogénios seus respectivos carbonos (o¢ 19,8 «<» 8y 1,02; 8¢ 18,9 <> oy
1,10; 8¢ 14,8 <> 0y 1,16; 8¢ 26,0 <> 6y 1,47 e 5¢ 22,0 <> oy 2,04).

Ainda, ¢ observada a presenca de trés sinais de metilenos
ligados a oxigénio (3¢ 61,0 <> dy 4,54; d¢ 61,7 <> oy 3,84 e 4,05; oc
62,7 <> Oy 4,40 e 4,44) e de dois sinais de hidrogénios mais
desblindados, atribuiveis a hidrogénio olefinico (5¢ 127,8 <> 6y 5,50, t,
J=7.0) e hidrogénio em carbono anomérico (3¢ 106,9 < oy 5,00, d, J=
7,8 Hz).

A presenca de apenas um sinal com deslocamento quimico
atribuivel a hidrogénio de carbono anomérico revela a presenga de uma
unidade de agucar na molécula. Desse modo, através da analise dos
espectros de 'H RMN, HSQC e também do espectro de correlagio
COSY foi possivel caracterizar, a partir do anomérico, a sequencia dos
hidrogénios referentes a unidade de agtcar, identificada como glicose
(Figura 77). O espectro de TOCSY confirmou os hidrogénios
pertencentes a0 mesmo sistema acoplado de spin, confirmando assim, os
hidrogénios que compdem a glicose.
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Figura 77 - Sequéncia de hidrogénios determinados por meio das
correlagdes observadas no espectro COSY para a glicose da saponina
PqSI.

AIAIAIA X
500 4,08 3,84 428 4,22/—\

H H H o 4

H H
anomérico\ | | | | | 62,7 / 6a" )
%

C—C—C—C—C—C
I 2 3 4 5 AN
106,9 759 78.0 71,5 787 H 4,40
b
Fonte: autor.

*Correlagdes nio claramente observadas.
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4

Figura 78 - Espectro ampliado de "H RMN da saponina PqS1 (piridina-ds; 300 MHz)
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Figura 79 - Espectro de correlagio HSQC da saponina PqS1 (piridina-ds; 300 / 75 MHz)
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Figura 80 - Espectro de correlagio HMBC da saponina PqS1 (piridina-ds; 300 / 75 MHz).
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Figura 81 - Espectro ampliado de correlacdo COSY da saponina PqS1 (piridina-ds; 300)
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Em relacdo a aglicona, a presenca dos sinais diagnosticos ja
mencionados anteriormente, como os hidrogénios geminais de nucleo
ciclopropano, o numero de metilas e ainda a insaturagdo, indica a
possibilidade de um triterpeno pentaciclico com nucleo cicloartano.

Considerando que outras saponinas com esse nucleo ja foram
isoladas  dessa espécie, inclusive a saponina  majoritaria
quadrangulosideo (Figura 17), foram comparados os valores de
deslocamento quimico dos hidrogénios referentes a saponina PqS1 e o
quadrangulosideo (Tabela 15). A atribuicdo dos valores quimico
descritos nesta tabela foram realizadas mediante a comparagdo com o
espectro do quadrangulosideo e também por meio das correlacdes
observadas nos espectros bidimensionais HSQC, HMBC (Figura 80) ¢
COSY (Figura 81).

Dessa forma, foi possivel estabelecer a atribuicdo da maioria
dos hidrogénios e seus respectivos carbonos da agliconas da saponina
PgS1, que permitiram inferir os valores de deslocamentos quimicos
apresentados na Figura 82.

Tabela 15 - Valores de deslocamento quimico observados nos espectros
de "H RMN e HSQC (300 MHz / 75 MHz) para a saponina PqS1 e
comparagio com os valores de °C RMN para o quadrangulosideo,

ambos em piridina-ds.

uadrangulosideo*
C PqS1 (3x) I;gs)l 1 i
¢ (c) (On)
1 3,73 (br s) 72,4 32,3 T
2,19(m);
2 @ J:(‘;%;zl’g’l;)dd’ 37,8 30,2 t
3 4,40 (m) 85,1 88,9 3,58
4 - 42,1 41,4 -
5 2,47 40,4 47,6 T
6 0,86; 1,68 21,2 21,3 T
7 1,42;1,95 27,9 27,9 T
8 1,52 48,5 47,6 T
9 - 20,2 20,1 -
10 - 26,3 26,4 -
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12
13
14
15
16
17
18

19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
1’
2
30
4
5
6

2,70
1,33
1,78; 1,98
1,32
1,76
1,10 (s)
0,35 (d, J=4,0); 0,65
(d, J=4,0)
2,20
3,84; 4,05
1,78; 1,85
2,40
5,50
4,54
2,04
1,02 (s)
1,47
1,16
5,00 (d, J=7,8)
4,08 (1, J=8,0)
3,84 (m)
428 (d, J=8,5)
4,22 (1, J=8.5)
4,40; 4,44

26,1
36,0
45,9
49,3
32,6
26,3
43,3
18,9

29,7

46,7
61,7
30,9
25,0
127,8
136,4
61,0
22,0
19,8
26,0
14,8
106,9
75,9
78,0
71,5
78,7
62,7

26,4
35,9
45,6
49,1
32,4
26,7
43,1
18,8

30,0

46,8
61,8
30,9
25,2
131,3
132,0
67,8
22,3
19,9
25,9
15,6
106,9
75,7
78,4
71,7
71,2
70,0
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1,03 (s)
0,20; 0,45

T
3,82;4,05

*: Reginatto e colaboradores (2001). : Dados nao constam na literatura
consultada.



180

Figura 82 - Valores atribuidos inicialmente a alguns hidrogénios (A) e
carbonos (B) da agliconas da saponina PqS1".

1,78

&
H3C 29 30 'CHg
26.0 14.8

A B

T: atribui¢des por meio da comparagio com o espectro do
quadrangulosideo e analise dos espectros bidimensionais HSQC, COSY
e HMBC. *: posi¢des com valores distintos aos observados para o
quadrangulosideo.

O posicionamento das metilas e caracterizagdo de alguns
carbonos quaternarios vizinhos a esses grupamentos foram confirmados
por correlagdo a longa distancia (HMBC), conforme demostrado na
Tabela 16.

Tabela 16 — Correlagdes observadas dos grupamentos metilas, no
espectro HMBC, em piridina-ds, da saponina PqS1.

Oy (metilas) Oc

1,10 (C-18) 32,6 (C-15), 45,9 (C-13), 49,3 (C-14)

2,04 (C-27) 61,0 (C-26), 127,8 (C-24), 136,4 (C-25)

1,02 (C-28) 19,8 (C-12), 49,3 (C-14), 45,9 (C-13)

1,47 (C-29) 14,8 (C-30), 85,1 (C-3), 42,1 (C-4), 21,2 (C-6)
1,16 (C-30) 85,1 (C-3), 42,1 (C-4), 26,3 (C-10)

Para algumas posic¢des, no entanto, os valores de deslocamento
quimico  observados ndo correspondem aos valores do
quadrangulosideo, em especial para carbonos e hidrogénios dos anéis A
¢ B (Figura 82), indicando que poderia haver alguma diferenca nesta
parte da estrutura. Para realizar essas atribuigdes foram realizadas
analises detalhadas considerando as correlagdes dos espectros de HMBC
e COSY.



181

No espectro HMBC foi possivel observar correlagdo dos
hidrogénios em 6y 0.35 e 6y 0,65 (H-19a e H-19b, respectivamente)
com um carbono em d¢ 72,4, de valor condizente a um grupo metino
ligado a oxigénio (o¢c 72,4 <> dy 3,73, s) (Figura 83). Esse hidrogénio
em Oy 3,73, por sua vez, apresentava correlagdo por COSY com
hidrogénio de valor &y 2,81, correspondente a grupo metileno (5¢ 37,8
<> 0y 2,81 dd e 2,19 m), cujos hidrogénios apresentam correlagdo por
COSY entre si e também com um quarto hidrogénio em &y 4,40.

A correlagdo do hidrogénio oy 4,40 por HSQC indica um
grupamento metino ligado a oxigénio (6c 85,1 <> Oy 4,40, m). Esse
carbono, por sua vez, possui correlacao de longa distancia (HMBC) com
o hidrogénio 6y 3,73 (s), citado anteriormente. Desse modo, foi possivel
atribuir o grupo —CH< (3¢ 85,1 < 6y 4,40) ao carbono C-3, o grupo —
CH;- (8¢ 37,8 <> 0y 2,81 € 2,19) ao carbono C-2 e o grupo —CH< (8¢
72,4 <> 6y 3,73) ao carbono C-1.

A partir dessa observagdo ¢ possivel sugerir a presenga de um
grupamento hidroxila em C-1, o que justificaria os deslocamentos
quimicos para campo mais desblindados observados para os carbonos e
hidrogénios em C-1 e C-2, quando comparados aos valores descritos
para o quadrangulosideo (Tabela 16).

Também relevante ¢ o deslocamento observado para o carbono
C-5, de d¢ 47,6 para o quadrangulosideo e de d¢c 40,4 para PqS1. Um
deslocamento dessa ordem ¢é explicavel pelo efeito gama gerado pela
presenca de uma hidroxila no carbono C-1 ou ainda no carbono C-7. No
entanto, a presenga de grupo -OH em C-7 afetaria de forma significativa
também o deslocamento quimico do carbono C-4, o que ndo ¢
observado.

Figura 83 - Correlagdes C-H observadas no espectro de correlagao
HMBC (a) e correlagdes H-H observadas no espectro de correlagio
COSY (b) para o anel A e B da saponina PqS1.

7035 065 0_35(_\‘0-65
I 373 4 H
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De modo geral, sdo descritas na literatura saponinas com
hidroxilas nas posi¢des C-1, C-3, C-6, C-16 (BOMBARDELLI et al.,
1975; FACUNDO et al., 1993; VEROTTA et al., 1997, AHMAD et al.,
1998). Nao s6 a presenca da hidroxila, mas também a estereoquimica
do grupo —OH pode afetar diferentemente os valores dos deslocamentos
quimicos dos atomos vizinhos.

Esse efeito foi demonstrado por Verotta e colaboradores (1997),
cuja hidroxila, na posicdo C-6, afeta distintamente os valores de
deslocamento dos hidrogénios e carbonos vizinhos, quando em
orientacdo a ou P. Esse efeito é claramente observado nos valores para
H-19a e H-19b, a trés ligagdes de distancia (y), € cujos sinais no
espectro de 'H RMN sdo de valor diagnostico para essa agliconas
(Tabela 17).

Tabela 17 - Valores de deslocamento quimico observados nos espectros
de "H RMN para os hidrogénios geminais do grupo ciclopropano (C-19)
da saponina PqS1, quando avaliada a orientagdo da hidroxila.

3B,6,16p-trihidroxi-9,19- PqS1
ciclolanost-24-ene-3p3,16p-
diglicopiranosideo*
H-19a H-19b H-19a H-19b
6-OHa 0,21 0,45 0,35 0,65
6-OHp 0,42 1,46
Referéncia: *Verotta e colaboradores (1997).

Por meio dessa comparagdo, os valores de deslocamento de
PgS1, conforme apresentados na Tabela 17, em &y 0,35 (H-19a) e oy
0,65 (H-19b), indicam que a hidroxila em C-1 estaria em posi¢do o, com
H-1pB. Analises complementares, especialmente espectros de correlagdo
NOESY, serfo realizados para confirmagéao da configuragdo do C-1.

Finalizando, uma vez identificada a unidade glicosidica e a
por¢do aglicona, foi definida a posi¢do de unido entre a glicose e o
ntcleo cicloartano. A andlise do espectro HMBC indicou correlagéo
entre o hidrogénio H-1" da glicose com o carbono C-3 (dy 5,00 <> d¢
85,1), indicando ser essa posic¢ao da ligacdo acticar-aglicona.

O conjunto de dados obtidos para esse composto, permitiu
elucidar a estrutura da saponina PqS1 como sendo 3-O-B-D-
glicopiranosil-9,19-ciclolanost-24Z-en-1a,33,21,26-tetraol (Figura 84),
saponina ainda ndo descrita na literatura.
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Figura 84 - Estrutura proposta para a saponina PqS1: 3-O-B-D-
glicopiranosil-9,19-ciclolanost-24Z-en-1a,3f3,21,26-tetraol
OH

4.4.2 Analise da substancia PqS2

Analises por CCD em diversos sistemas cromatograficos
(Figura 85), as substancias PqS1 e PqS2 apresentam Rf’s muito
proximos, nao sendo claramente distinguiveis por essa técnica. Esses
dados revelam que essas substincias possuam grande similaridade em
relacdo a polaridade.

Figura 85 - Cromatograma em camada delgada das saponinas PqS1 e
PqS2, em diferentes sistemas cromatograficos.
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1: PqS1; 2:PqS2
FE: gel de silica Fysqnm; FM: (A) acetato de etila:acetona:acido
acético:agua (6:2:1:1, v/v/v/v); (B) cloroférmio:etanol:acido acético
(40:40:5, v/v/v); Detecgdo: anisaldeido sulfirico/aquecimento.
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Entretanto, em analises por CLAE em fase reversa, a separagio
desses compostos foi possivel, o que permitiu inclusive o isolamento das
mesmas por CLAE preparativo, a partir da mesma fragdo da qual se
obteve PqS1. Da substancia codificada como PqS2 foi obtida uma massa
de 22,4 mg, na forma de p6 amorfo, com coloragdo branca.

A totalidade da massa obtida dessa substancia foi enviada para
analises por RMN, para a qual foram obtidos os espectros de 'H RMN,
HSQC, HMBC, COSY e TOCSY.

De igual maneira que para a saponina PqS1, para a substancia
PgS2 néo foi adquirido o espectros de °C RMN. Na auséncia deste, a
analise iniciou-se pelo espectro de '"H RMN em conjunto com o espectro
de correlacao HSQC.

No que diz respeito aos sinais diagnosticos, o espectro de 'H
RMN da substancia PqS2 (Figura 86) apresentou muitos sinais em
comum com a saponina PqS1, indicando também tratar-se de uma
saponina. Foi observado o mesmo numero de simpletos caracteristicos
de grupamento metila que para a saponina anteriormente elucidada.
Juntamente com as analises do espectro de HSQC (Figura 87), foi
possivel atribuir a essas metilas, os valores de deslocamento de seus
hidrogénios e carbonos (8¢ 21,0 «» oy 1,04; 6¢ 20,4 <> 6y 1,12; 6¢ 16,7
— Oy 1,12; 8¢ 27,0 « oy 1,37 e 6¢c 23,2 <> dy 2,04). Também se
verifica a presenga de sinais desblindados atribuiveis a um hidrogénio
olefinico (6¢ 129,1 < oy 5,50, t, J=6.8) e a hidrogénio e carbono
anomérico (5¢ 108,0 < 6y 5,01, d, J=7,7).

Entretanto observa-se uma diferenga significativa no que diz
respeito aos sinais de hidrogénios geminais blindados referentes ao
ciclopropano. Diferentemente de PqS1, na qual ocorrem dupletos em oy
0,35 e dy 0,65, no espectro de "H RMN de PgS2 ¢é possivel observar
apenas um sinal com essa blindagem, em dy 0,50 (d, J=3,6), para o qual
o espectro HSQC indica correlacdo com o carbono de valor 6¢ 24,8, o
qual também se correlaciona a um segundo hidrogénio, de valor oy 1,50
(d, J=3,6). Esses dados sugerem um grupamento ciclopropano, contudo,
afetados eletronicamente de maneira distinta aos hidrogénios H-19a e H-
19b de PqSI1.

Assim sendo, os valores de deslocamento quimico dos
hidrogénios e seus respectivos carbonos, foram analisados de modo
comparativo aos estabelecidos para PqS1, conforme apresentado na
Tabela 18.
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Tabela 18 - Valores de deslocamento quimico observados nos espectros

de "H RMN e HSQC da saponina PqS2, em piridina d-s,
comparativamente aos observados para PqS1 (75 MHz).

I 4,05 704 3,73 724
2 2,29;3,07 432 219281 378
3 3,67 87,4 4,41 85.1
4 : 42,1 : 42,1
5 1,32 46,4 247 40,4
6 0,86; 1,70 232 086168 212
7 1,40; 1,97 200 142195 279
8 151 51,8 1,52 48,5
9 : 202 : 202
10 : 26,9 : 26,3
1 2,68 25,6 2,70 26,1
12 1,37 37,6 1,33 36,0
13 : 462 : 45,9
14 : 50,3 : 49,3
Is 1,78, 1,98 344 178198 326
16 112 27,8 132 26,3
17 175 44,6 1,76 43,3
18 112 204 1,10 18,9
1 O0EITO0E 48 axsi0es 297
20 2,20 46,7 2,20 46,7
21 3,82; 4,05 626 384405 617
2 1,78; 1,85 320 178185 309
23 2,40 260 2,40 25,0
24 5,50 1291 550 1278
25 : 137,2 : 136.4
26 4,54 61,0 4,54 61,0
27 2,04 232 2,04 22,0
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28
29
30
1’
2
3
4
5
6’

1,04
1,37
1,12
5,01 (d, J=7,7)
4,04 (t, J=6.8)
3,98
4,26
427
4,38; 4,49

21,0
27,0
16,7
108,0
76,7
79,5
72,8
79,9
64,0

1,02
1,47
1,16
5,00 (d, J=7,8)
4,08 (t, J=8.0)
3,84 (m)
4,28 (d, J=8,5)
4,22 (t, J=8.5)
4,40; 4,44

19,8
26,0
14,8
106,9
75,9
78,0
71,5
78,7
62,7

Entretanto, para algumas posi¢des, em especial para carbonos e

hidrogénios dos anéis A e B, os valores de deslocamento quimico
observados para a saponina PqS2 ndo correspondem aos valores
descritos tanto para PqS1 quanto para o quadrangulosideo, o que indica
alguma caracteristica distinta nesta parte da molécula.

Assim sendo, por meio das analises do espectro de HMBC

(Figuras 88) juntamente com o espectro de COSY (Figura 89), foram
avaliados os valores de deslocamento quimicos para a atribui¢do da
posicdo dos hidrogénios e carbonos do anel A e B, conforme
demonstrado na Figura 90.
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Figura 86 - Espectro de '"H RMN da saponina PqS2 (piridina-ds; 300 MHz)
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Figura 87 - Espectro de HSQC da saponina PqS2 (piridina-ds; 300 MHz)
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Figura 88 - Espectro de HMBC da saponina PqS2 (piridina-ds; 300 MHz)
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Figura 89 - Espectro de COSY da saponina PqS2 (piridina-ds; 300 MHz)
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Figura 90 - Correlagdes H-H observadas no espectro de correlagao
COSY (a) e correlagdes C-H observadas no espectro de correlagdo
HMBC (b) para o anel A ¢ B da saponina PqS2.

Da mesma maneira que para a primeira saponina apresentada, a
saponina PqS2 foram atribuidos os grupamentos metino ligado a
oxigénio aos carbonos C-1 (8¢ 70,4 <> oy 4,05) e C-3 (d¢ 87,4 <> oy
3,67). Através de correlagdo observada por HMBC, foi possivel
identificar a ligacdo agucar-aglicona entre o carbono C-3 e o hidrogénio
anomérico da glicose H-1"" (3y 5,00 <> o¢ 85,1).

A partir da analise do espectro de correlagdo COSY foi possivel
caracterizar, a partir do hidrogénio anomérico, a sequencia dos
hidrogénios referentes a unidade de agucar, sendo também identificada
como glicose (Figura 91). O espectro de TOCSY confirmou os
hidrogénios pertencentes ao mesmo sistema acoplado de spin,
compondo assim a unidade glicosidica.

Figura 91 - Sequencia de hidrogénios determinados por meio das
correlagdes observadas no espectro COSY para a glicose da saponina

PqS2.
AIAIAIA 2
5,01 4.04 398 426 427
H H
anomeérico | | | ‘ | /'é "4,88
~a 64,0 a
cC—C—C—C—Cc—cC *
I 5 AN
108,0 76,7 79,5 72, 79.9 H 4,49
6b"

*Correlagdes nao claramente observadas.
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Em relacdo a posigdo C-1, os valores de deslocamento do
carbono e hidrogénio, ainda que também sejam coerentes quanto a
presen¢a de uma hidroxila, diferem dos valores observados para PqSl1.
Conforme ja discutido na elucidagio da saponina anterior, a presenca de
uma hidroxila em C-1 afeta diretamente os valores de hidrogénios e
carbonos proximos. Assim como apresentado na Tabela 19, a posicdo
dessa hidroxila pode vir a influenciar diferentemente os valores de
deslocamento quimico, quando esta se encontra em orientacao o ou f.

Tabela 19 - Valores de deslocamento quimico observados nos espectros
de "H RMN para os hidrogénios geminais do grupo ciclopropano (C-19)
da saponina PqS2, quando avaliada a orientagdo da hidroxila.

3B,6,16p-trihidroxi- PqS1 PqS2
9,19-ciclolanost-24-

ene-33,16p-
diglicopiranosideo*

H-19a H-19b H-19a H-19b H- H-
19a 19b

6-OHa 0,21 0.45 0,35 0,65
6-OHp 0,42 1,46 0,50 1,50

Referéncia: *Verotta e colaboradores (1997).

Nesse sentido, por meio da comparacdo dos valores dos
hidrogénios da posi¢do C-19 da saponina PgS1 (dy 0.35 e 0.65), cuja
hidroxila em C-1 foi proposta como sendo a, com os valores observados
para os mesmo hidrogénios em PqS2 (dy 0.50 e 1.50) e com os dados da
literatura, € proposto que a hidroxila presente em C-1 esteja em
orientagdo P. Essa diferenga isomérica justificaria ainda algumas
alteragdes mnos valores de deslocamento quimicos dos demais
hidrogénios e carbonos do anel A (Tabela 17).

O conjunto de dados obtidos para esse composto, permitiu
elucidar a estrutura da saponina PqS1 como sendo 9,19-ciclolanost-24Z-
en-1p,3p,21,26-tetrahidroxi-3-O-B-D-glicopiranosideo (Figura 92),
saponina também inédita na literatura.
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Figura 92 - Estrutura proposta para a saponina PqS2: 3-O-p-D-
glicopiranosil-1f,3p3,21,26-tetrahidroxi-9,19-ciclolanost-24Z-eno

4.4.3 Analise da substancia PqS3

A substancia foi isolada e purificada por CLAE preparativo,
resultando em 8,7 mg de substincia pura, na forma de pé6 amorfo, de
coloragdo branca amarelada. As analises por CCD da substancia isolada,
além de indicar o grau de pureza, mostraram que a substincia apresenta
caracteristicas mais polares que as saponinas isoladas anteriormente,
assim como também difere em sua coloracdo, com cor rosa quando
revelada com anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento (Figura
76).

A totalidade da massa obtida dessa substincia foi enviada para
andlises por RMN, para a qual foram obtidos os espectros de '"H RMN,
BC RMN, HSQC ¢ HMBC. A partir da interpretagio dos dados
espectroscopicos, juntamente com andlise comparativa a dados da
literatura, foi possivel identificar a substancia PqS3.

O espectro de BC RMN (Figura 93) apresentou 39 sinais,
embora fossem observadas possiveis sobreposicdes de sinais.
Analisando mais detalhadamente o espectro, € possivel identificar a
presencga de sete metilas (5¢ 28,6, 6 15,8, 617,2, 8 17,8, 6 26,5, 6 33,7, 6
24,2), o que sugere tratar-se de uma estrutura triterpénica.

A partir da observagdo de alguns sinais diagnosticos
caracteristicos, foi possivel confirmar o acido oleanolico como aglicona.
Os valores de o¢c 122,7 e 145,5, correspondentes aos carbonos C-12 e C-
13 indicam a insaturagdo presente nesta posi¢ao em nucleo oleandlico.
Os valores de deslocamento para esses carbonos permitem inclusive a
distingdo entre nucleos oleanolicos e ursolicos, cuja desblindagem, de
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aproximadamente 5 ppm espectro de RMN de "*C entre as séries urs-12-
eno e olean-12-eno, ocorre devido ao efeito estérico gama gerado pela
presenga de um grupamento metila em C-19a na série urs-12-eno,
conforme apresentado na Tabela 20.

Tabela 20 - Comparagdo entre nticleo urseno e oleaneno para a posi¢ao
C-12 e C-13 com dados da literatura.

Nucleo urseno (6c) Nucleo oleaneno (6¢)

C-12 C-13 C-12 C-13
Urseno e oleaneno* 124 140 122 145
PqS3 122.7 145.5

Referéncia: *Mahato; Kundu (1994)

A absorg¢do esperada correspondente a carboxila no carbono C-
28, caracteristica do acido oleanolico, ndo foi observada em nenhum dos
espectros adquiridos para a saponina PqS3, possivelmente por tratar-se
de um carbono quaternario. Entretanto, a comparacdo do valor do
carbono C-17 observada para a saponina isolada, em comparag¢do com o
valor descrito deste carbono para o acido oleandlico, pode ser usado
como indicativo da presenga deste grupo quimico nesta posi¢do (Tabela
21).

Adicionalmente, o sinal em d¢ 89,3, correspondente ao carbono
C-3 da aglicona indica ligagdo glicosidica do tipo éter na hidroxila deste
carbono, uma vez que a absor¢do de C-3 do acido oleandlico livre
apresenta uma diferenca de cerca de 11 ppm para campo mais blindado
(Tabela 21).



Figura 93 - Espectro de °C RMN da saponina PqS3 (piridina-ds; 75 MHz).
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Tabela 21 - Deslocamentos quimicos de >C RMN do é4cido oleanélico e
da saponina PqS3, para as posigdes C-3 e C-17.

Acido oleanélico* PqS3
C-3 78,0 89,3
C-17 46,6 47,1

Referéncia: *Hidaka e colaboradores (1987)

Embora para P. quadrangularis até o momento tenham sido
descritas predominantemente saponinas de nucleo do tipo cicloartano
(conforme ja apresentado no Capitulo 1) (BOMBARDELLI et al.,
1975; ORSINI et al., 1986; SAKALEM et al., 2013), ocorre apenas um
relato de saponina de nucleo acido oleanolico para esta espécie (ORSINI
et al., 1987), substancia que posteriormente também foi descrita para a
espécie P. alata (REGINATTO et al., 2001).

Sendo assim, foram comparados os valores de deslocamento
quimico da saponina isolada PqS3 com a saponina 3-O-B-D-
glicopiranosil-(1>2)-B-D-glicopiranosideo do  4cido  oleandlico,
conforme apresentado na Tabela 22.

Tabela 22 - Valores de deslocamento quimico observados nos espectros
de "H e ®C RMN da saponina PqS3, em piridina d-5, em comparagio
com dados da literatura”.

3-0-B-D- 3-0-B-D-
glicopiranosil- glicopiranosil-
C PqS3 PqS3 (1>2)-p-D- (1>2)-p-D-
(Op)** (0c)  glicopiranosideo  glicopiranosideo
do acido do acido
oleandlico* oleandlico’
1 39.0 38,7 38.7
2 26.9 26,6 26.6
3 3,30 89.3 88,9 89.0
4 39.8 39,7 39.5
5 0,74(d,J=11,3) 56.2 55,8 55.8
6 18.8 18,4 18.5
7 1 34,2 333
8 40.1 39.4 39.7
9 1,63 (t, J=8,9) 48.3 47,9 48.0
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
1’
2
3
4
5
6’
1
27
3%
4
50

5,50 (t, J=3,3)

3,35 (dd, J=14; 4)
1,84 (t, J=14)

1,31 (s)
0,84 (s)
1,12 (s)
1,01 (s)
1,32 (s)

0,97 (s)
1,03 (s)
4,94 (d, J=17,6)
4,26 (m)

5,40 (d, J=7.6)

37.3
24.1
122.7
145.5
42.5
28.7
24.1
47.1
42.5
47.0
31.3
34.7

28.6
15.8
17.2
17.8
26.5

33.7
24.2
105.4
83.7
78.4
72.0
78.7
63.2
106.4
71.5
78.3
72.0
78.6

36,9
23,8
120,8
144,8
42,1
27,9
23,8
46,6
42,1
46,6
30,9
33,2
29,7
28,2
15,4
16,8
17,4
26,1

33,2
23,8
104,1
83,2
71,7
71,6
78,2
62,7
105.,8
76,8
77,9
71,5
71,7
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36.9
23.8
122.5
145.0
42.2
28.3
23.8
46.7
42.0
46.5
31.0
343
333
28.2
15.5
16.8
17.4
26.2
180.4
33.2
23.8
105.1
83.4
78.0
71.7
78.4
62.8
106.0
77.1
77.9
71.7
78.3
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6’ 63.1 62,7 62.7

Referéncias: *:(ORSINI et al., 1987); ': (REGINATTO et al., 2001).
A sk N P . skk.

:piridina-ds; {: valores ndo observados; **: apenas alguns valores oy
sdo apresentados.

Dessa forma, foi possivel identificar a saponina PqS3 como
sendo 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->2)--D-glicopiranosideo do acido
oleandlico (Figura 94), saponina ja descrita para as folhas de P.
quadrangularis e folhas de P alata.

Figura 94 - Estrutura da saponina PqS3: 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-2>2)-
B-D-glicopiranosideo do acido oleanolico.

HOH,CY,

ommn{&
¥ H]

45 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, foi possivel
concluir que:

e O extrato aquoso das folhas de P. quadrangularis apresentou
diversidade de saponinas, com caracteristicas distintas de
polaridade e e do carater acido dessas substancias;

e A partir da fragdo acetato de etila das folhas de P.
quadrangularis foram isoladas trés saponinas: 3-O-B-D-
glicopiranosil-1a,3f,21,26-tetrahidroxi-9,19-ciclolanost-24Z-
eno (PqS1), 3-O-B-D-glicopiranosil-1§,33,21,26-tetrahidroxi-
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9,19-ciclolanost-24Z-eno (PqS2), as duas descritas pela
primeira vez na literatura, ¢ 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->2)-3-
D-glicopiranosideo do acido oleanolico (PqS3).
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CAPITULO 5 - Anilises comparativas entre P. alata e P.
quadrangularis

5.1 INTRODUCAO

P. alata e P. quadrangularis possuem grande semelhanca
morfologica, especialmente nas suas folhas e flores, o que dificulta sua
diferenciagdo, no entanto, apresentam frutos que podem ser
diferenciados em relagdo ao seu tamanho e cor. Para P. quadrangularis,
os frutos sdo maiores e de coloracdo mais esverdeada, quando
comparada aos frutos pequenos e de coloragdo amarelada de P. alata.
Outro fator que nao € comum para estas espécies € o local de ocorréncia.
P. alata ocorre especialmente no Sudeste e Sul do Brasil, que
apresentam clima predominantemente subtropical, enquanto que P.
quadrangularis ocorre em zonas tropicais da América do Sul, como o
Norte e Nordeste do Brasil, Colombia e Equador (PIO CORREA, 1978;
MORS et al., 2000 CARDOSO et al., 2011).

Considerando a  grande semelhanga ~ morfologica,
adicionalmente ao uso popular dessas espécies como plantas medicinais
e 0 uso como matéria prima em fitomedicamentos, é necessario uma
analise quimica comparativa entre as espécies, com o objetivo de
diferenciar as espécies e contribuir para o controle de qualidade do
material vegetal.

Birk e colaboradores (2005) sugerem saponinas como
marcadores quimicos para espécies de Passiflora, uma vez que o
quadrangulosideo  foi  identificado apenas em P. alata,
comparativamente as demais espécies estudadas naquele trabalho.
Contudo, a presenga desta saponina em P. alata e a identificacao de sua
presenca em P. quadrangularis, ja descrita neste trabalho, ndo permitiria
que este composto fosse usado na diferenciagdo quimica dessas duas
espécies.

Este capitulo é apresentado na forma de artigo, o qual descreve
o isolamento da saponina majoritaria das folhas de P. alata e também o
isolamento do flavonoide majoritario das folhas de P. quadrangularis,
para o uso desses como referencia para as analises qualitativas
comparativas, a fim de serem utilizados como possiveis marcadores
quimicos para estas espécies.
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52 OBJETIVO

. Realizar uma andlise comparativa dos extratos aquosos
das folhas de P. alata e P. quadrangularis por CLAE,
sugerindo possiveis marcadores quimicos que auxiliem
na diferenciagdo quimica destas espécies.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A publicacdo exposta a seguir estd apresentada conforme as
normas da revista na qual foi publicada.

5.3.1 Publicacio

Vitexin derivatives as chemical markers in the differentiation of
closely related species Passiflora alata Curtis and Passiflora
quadrangularis Linn.

Geison M. Costa, Andressa C. Gazola, Fernanda A. Madoglio, Silvana
M. Zucolotto, Flavio H. Reginatto, Leonardo Castellanos, Freddy A.
Ramos, Carmenza Duque e Eloir P. Schenkel.

Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies, v.36,
p.1697-1707, 2013.

(ISSN 1082-6076)

DOI:10.1080/10826076.2012.695316
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VITEXIN DERIVATIVES AS CHEMICAL MARKERS IN THE
DIFFERENTIATION OF THE CLOSELY RELATED SPECIES
PASSIFLORA ALATA CURTIS AND PASSIFLORA
QUADRANGULARIS LINN

Geison M. Costa,’? Andressa C. Gazola," Fernanda A. Madaglio,’
Silvana M. Zucolotto,? Flavio H. Reginatto,’ Leonardo Castellanos,?
Freddy A. Ramos,® Carmenza Duque,® and Eloir P. Schenkel'

'ngmma de Posgraduagdo em Farmdcia, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianapolis, Brazil

zf)epaﬂamnm de Farmacia, Centro de Ciencias da Sade, Universidade Federal do
Rio Grande do Norte, Natal, Brazil

"‘Departamnm de Quimica, Universidad Nacional de Colombia, Bogotd, Colombia

O The species of Passiflora am widely wsed in folk medicine as mild sedatives and tranquilizers.
P. alata and P. quadrangularis are distributed throughout South America, with widespread
occurrence in Brazil and Colombia. Due to the difficulty in making a botanical distinction between
these species, especially in the absence of flowers and fruits, the use of chemical markers for these
plants offer an alternative method of identification. This work deseribes the isolation and identi-
Jication of the major flavonoids and saponins from the leaves of P. alata and P. quadrangularis,
as well as rapid and ¢fficient HPLCG-DAD methods for comparison of these compounds in both
species. Vitexin derivatives awe proposed as chemical markers in the identification of P. alata
and P. quadrangularis and the detection of adulterations in raw material.

Keywords flavonoids, HPLC-DAD, HSCCC, Passiflora alata, Passiflora quadrangularis,
quadranguloside

INTRODUCTION

The genus Passiflora is the largest and most important genus of the
family Passifloraccac. The leaves of several species of this genus are tra-
ditionally used in various countries as sedatives or tranquilizers, and their
~ . B . " . . . S 1.2
fruits are used as cdible fruits or in the preparation of juices. '™ P alata

Address correspondence (o Geison Modesti Costa, Laboratdrio de Quimica Farmacéutica,

Departamento de Ciéncias Farmaceuticas, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus
Universitario, Trindade, Floriandpolis, SC, Brazil, 88040-900. E-mail: geison_costa@yahoo.com.br
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and P quadrangularis are widely used in South America. Their fruits are
widely consumed, and infusions of their leaves are used in popular
medicine.®?! In Brazil, F. alata is described in the Farmacopeia
Brasileira'® and is used in some pharmacecutical composed preparations,
indicated as mild sedatives.!”!

These species possess leaves with similar morphological characteristics
that make their differentiation difficult. HHowever, the occurrence of these
species is reported for different locations and different climates. F. alata
occurs mainly in the Southeast and South of Brazil, regions with a subtropi-
cal climate, and P. quadrangularis occurs mainly in tropical parts of South
America, such as Colombia, Ecuador, and North and the Northeast of
Brazl.'"! Reports on the chemical composition describe flavonoids and
saponins as major constituents for both species. Some of these compounds
(c.g.. quadranguloside) have been reported Tor both sp(.‘(:i(.‘s.w_m]

Considering that these species are both used as medicinal plants,
including in phytopreparations, and that they are closely related from a
morphological point of view, analytical methodologies to differentiate
between these species should contribute significantly to their quality
control as a raw material. Thus, the aims of this work were to evaluate
the flavonoid and saponin fingerprints of P alata and P quadrangularis by
HPLC-DAD and to isolate, identify, and quantify compounds that can be
used as chemical markers in the differentiation of these species.

EXPERIMENTAL
Chemicals and Reagents

Ethyl acetate and butanol (p.a. grade) were purchased from Merck
(Darmstad, Germany). Acetonitrile and formic acid (HPLC-grade) were
provided by Tedia (R[], Brazil). Water was purified with a Milli-Q system
(Millipore, Bedford, USA). All the solutions prepared for HPLC analyses
were filtered through a 0.45-pm membrane before use. Vitexin-2"-0-
rhamnoside was purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA), and
quadranguloside was provided by Prof. Dr. Flavio Henrique Rt‘gimltt().m

Plant Material and Extraction

Leaves of Passiflora alata were collected in Nova Santa Rita, Rio Grande
do Sul State, Brazil. Voucher specimens were deposited at the Herbarium
of the Institute of Biological Sciences of the Universidade de Passo Fundo,
and were identified by Prof. Branca Severo. Leaves ol Passiflora quadrangu-
laris were purchased from a Garden Center in the town ol Gigante, Huila
Department, Colombia. The identification was performed by Prof. Luis
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Carlos Jimenez and a voucher specimen was deposited at the Natonal
Institute of Sciences of the Universidad Nacional de Colombia. The leaves
of both species were air-dried at 35-140°C for 3 d, powdered, and extracted
by infusion (plantwater, 1:10, wfv 95°C) for 10min. After cooling, the
aqueous extracts were filtered and lvophilized.

Isolation

Part of the aqueous crude extract of P oalata (1g) was submitted to
medium pressure liquid chromatography (Sepacore Biichi), on silica gel
(25 em x 2.6cm id.; silica 230-100 mesh) using nbutanol saturated with
water as the mobile phase, with the flow keptconstant at 10 mL/min: 150 frac-
tions were collected; fractions 76-150 yielded pure compound 1 (31.4mg).

Aqueous crude extract of P quadrangularis was fractionated by high-
speed counter-current chromatography (HSCCC) using a P. C. Inc. appar-
atus. For the preparative separation, a four-step gradient elution was selec-
ted based on previous TLC analysis, using EtOAc:BuOITILO (1:X:1)
system (solvent systems A-D, where X=0.1, 0.5, 0.7, and 1.2, respectively).
The aqueous phase of system A was used as the stationary phase, while the
organic phases of systems A-D were used as the mobile phase in the tail-
to-head mode, at a flow rate of 3mL/min and 800rpm. The extract
(7751‘1‘1g) was dissolved in 6 mL of a 1:1 mixture of both phases of system
A and injected in the 400mL coil (previously equilibrated with stationary
and mobile phase of system A, Vg=250mL, Sp=62.5%). Fractions of
9mL were collected, giving a total of 90 fractions: solvent system A, tubes
1-12; solvent system B, tubes 13-3% solvent system C, tubes 40-65; and
solvent system D, tubes 66-90. Fractions 33—11 were collected according
to their TLC profile and purified on a Sephadex LI-20 column, using
methanol as mobile phase. Fractions 10-141 from Sephadex column yielded
pure compound 2 (35.4 mg).

Compound 2: vitexin-2"-O=xyloside. ESI-MS (+70V) m/z 563 [M-I1]".
I NMR (Bruker®, 300MIHz, DMSO-dg) & 2.36 (11, t, J=12.0, T1-3""),
278 (1H, t, J=8.0, H-2""), 2.87 (1, t, J=8.0, [1-3"), 293 (111, m, I1-3""),
297 (1H, m, H-4"), 328 (111 m, I1-5"), 3.46 (1H, H-4"), 3.49 (11, 11-3"),
3.58 (1, TI1-6"), 3.75 (IT1, 11-6"), 3.88 (1M1, d, J="7.1, IT-1""), 4.06 (1, t,
J=9.2. H-2"), 479 (1H, d, J=10.0, H-1"), 6.24 (111, s, 11-6), 6.80 (111, s,
I-3), 6.90 (211 d, J=87, 113/, II-5), 8.03 (2H, d. J=87, 1I-2', 114},
13.15 (111, s, OH-5). € NMR (DMSO-dg) 8 163.9 (C2), 1025 (C3), 182.1
(C4), 160.6 (CH), 98.2 (C6), 162.8 (C7), 103.8 (C8), 156.7 (C9), 103.9
(C10), 121.7 (€17, 129.0 (C2, €6, 116.0 (C, €5, 161.5 (C4Y), 71.6
(C17), 80,9 (C2"), 78.4 (€C3"), 70.2 (C4")., 81.9 (C5"), 61.0 (C6"), 105.9
(C1"™y, 73.8 (C2", 75.7 (C3™), 69.4 (C4"), 65.6 (CH").

~7 =T
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HPLC Analysis

For the HPLC analysis, cach extract was dissolved in methanol:water
(5:5, »/v), filtered through a 0.45-um membrane and 20 gl (flavonoids:
3 mg/mlL; saponins: hmg/mL) of cach sample was injected into the HPLC.

The HPLC analyses of the leaves from . quadrangularis and P. alata were
carried out in a PerkinElmer Series 200 High-Performance Liquid Chroma-
tography (HPLC) system, equipped with Diode Array Detection (DAD),
quaternary pump, on-line degasser and autosampler. The data were pro-
cessed using the TotalChrom Workstation software. The chromatographic
analyses were performed at room temperature (21 £ 2°C) with the mobile
phase prepared daily and degassed by sonication (10 min) before use. The
UV spectra were monitored over a range of 400 to 190 nm. For analysis of
the flavonoids, a Vertical VertSep Cig column (250 x 4.6 mm i.d.; 5 pm)
was used, with a gradient system of acetonitrile (solvent A) and formic acid
0.5% (solvent B), in a single step: 15-35% A (0-15min). The flow rate was
kept constant at 1.2mL/min and the chromatograms were recorded at
340nm. Analysis of saponins was carried out in a Phenomenex Bondclone
phenyl columm (300 % 3.9 mm i.d.; 10 pm) with a gradient system of acetoni-
trile (solvent A) and water (solvent B) as follows: 20% A (0=10 min), 29-35%
A (10—40min), with flow rate at 1.2 mL/min and detection at 205 mn.

The analyses by LC-MS were carried out using a Shimadzu LC-10A
coupled to a selective mass detector (LCMS-2010EV). Electrospray ion
source (ESI)-MS spectra were acquired in negative ion mode, and the inter-
face and MS detector parameters were as follows: detector voltage, 1.5 kV;
CDL voltage, 150V, CDL temperature, 250°C; heat block temperature,
260°C; QarrayRF voltage, 150V and nitrogen as nebulizing gas, at a flow
of I L/min. The (hl()llhlt()‘fhll)hl( conditions were the same as those used
in the HPLC-DAD analysis.

The major flavonoid from P. alata aqueous extract was quantified
through a vitexin-2"-Orhamnoside calibration curve \s‘ith cight points, in
a concentration range of between 2.5 to 200.0 ugmI.™ ! whereas the major
flavonoid from P quadmngufami aqueous extract was quantified by a

vitexin-2"-

O-=xyloside calibration curve with nine points, in a concentration
. -1 .

range of between 1.0 to 2000 pgmL™". All the standard solutions were
analyzed in triplicate, and the peak average areas measured.

Validation of Analytical Procedures

The validated parameters were specificity, linearity, accuracy, precision
(repeatability and intermediate precision), and limit of quantification
(LOQ). All the analytical procedures were performed according to ICH
gui(l(rlimrs.r”
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RESULTS AND DISCUSSION
Saponin Analysis

HPLC analysis of saponins of the aqueous extracts of both species
(Figure 1) showed similar qualitative profiles at 205 nm, with a major com-
pound in both species presenting the same chromatographic characteris-
tics. This substance was isolated from P alata crude aqueous extract,
according to the methodology previously reported, 1 \ith minor modifica-
tions, including the use of medium pressure liquid chromatography.
An amount of 31 mg of pure compound 1 was obtained, ide ntified by
(()mp.uls(m with an authentic sample as (11l.l(lr.mtrulml(l(‘ (Figure 2), a
saponin previously reported for P. quadmngukznvr Mand P alata 1012131
However, the [lth report of quadranguloside was from a leal extract of
P quadmngﬂlams 81 Ohtained from a plant material that the authors
describe as having been collected in Curitiba, Brazil. a region for which
the occurrence of P quadrangularis has not been previously documented
and which is also not characteristic for this species, although it has been
documented for P alata.™

Previous HPLC analysis of P. alata showed that quadranguloside is
the major saponin from the leaves of this ‘il](‘('i(“ir12] whereas for
P quadrangularis, there are n() reports on HPLC analysis of the saponin
profile. Birk and co-workers (sl suggested saponins as quality markers for
Passiflora species, as (lllnl(ll]lnﬂ'lll()‘nl(l(‘ was identified in P alata, despite
the other species analyzed. However, the presence of this compound as

the major saponin in both P alata and F. quadrangularis means that this
substance cannot be used to differentiate these two species.

mau

SN\ WU
1: I M\/ju\]\/\,\,wﬁj\_/\.__'f

o 0 0 30 A0
mind

FIGURE 1 HPLC-DAD fingerprint of crude aqueous extracts of P, alata (A) and P! quadrangularis (B)
leaves at 205 nm. *: quadranguloside. For chromatographic conditions, see the Experimental section.
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HOHCy,,

H,C—0—R

CHy

o

FIGURE 2 The structure ol quadrangulosid

(R =gentiobiose).

The HPLC fingerprint at 205 nm also points to the presence of differ-
ent minor constituents between these species, which could be saponins.
Investigation of these minor saponins is currently in progress by our
rescarch group.

Flavonoid Analysis

The HPLC analysis of the extracts (Figure 3) showed a relatively simple
pattern of flavonoids. Both extracts displayed one mayor peak, with similar
retention time and identical UV spectra, suggesting an apigenin derivative
(Amax 269, 335 nm), but presenting different masses (m/z 578 for the P. alata
major component and m/z 564 for the P. quadrangularis major component).
Co-injection of both extracts showed that the major flavonoid in each spe-
cies was different, as a double peak was observed, with retention times of

ay
o 1
z
200
100
L]
o 5 10 15

FIGURE 3 HPLC-DAD fingerprint of crude aqueous extracts of P, alata (A) and P quadrangularis (B)
leaves at 340 nm. 1: vitexin2"-Ctrhamnoside; 2: vitexin-2"-Oxyloside. For chromatographic conditions,
see the Materials and Methods section.
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10.0 and 10.2 min. Co-injection with reference standard led to the identifi-
cation of vitexin-2”-Gtrhamnoside as the major flavonoid from P. alata,
while the major flavonoid from P quadrangularis (Compound 2) was iso-
lated and identified as discussed in the following scction (Figure 4).
Compound 2 was isolated from P quadrangularis crude aqueous extract
using two chromatographic procedures. The first was high-speed counter-
current chromatography (IHSCCC), using a gradient elution approach with
a biphasic solvent mixture of EtOAc:BuOH:H20. The choice of an efficient
solvent system for gradient clution in HSCCC can present several difficult-
ies, as any change in the composition of one phase can cause changes in

the other ]'Jlltlﬁ(‘.n41 This biphasic solvent system has already been proposed
for the separation of other classes of compounds, such as phenylpropa-
1'10i(ls,“5| but using different ratios from those presented in this work.
The second chromatographic step was purification of the flavonoid by a
Sephadex column, resulting in 35 mg of pure flavonoid.

The analysis of this flavonoid by 'TT NMR presented characteristic sig-
nals for an apigenin nucleus, as suggested also by its UV spectra (Aya,
269 and 3351‘11‘1‘1)‘“6| with four protons assigned to a 1 4-disubtituted aro-
matic ring (ring B) (6 8.03, 211 d. /=8.7Hz and é 6.90, 211. d, J=8.71z),

OH o
B

FIGURE 4 The structures of vitexin-2"-C-rhamnoside (A) and vitexin2"-Oxyloside (B).
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one hydrogen signal assigned to a pentasubstituted aromatic ring (ring A)
(6 6.24, 111, ) and one signal for an olefinic proton (ring C) (0 6.80, 11, 5).
Additionally, signals for two anomeric protons (0 14.79, 1H, d. J=10.0Hz,
and d 3.88, 111, d. J= 7.1 1Hz) suggested the presence of two sugar moieties.
Assignment of the protons to the carbons was completed by HSQUC correla-
tions and some correlations observed in COSY allowed identify the sugars
moieties as being glucose and xylose. These results were confirmed by com-
parison of the T and C NMR data with that of the literature. 7!

As far as we arc aware, our work is the first report of vitexin-2"-0
xyloside for P quadrangularis. Notwithstanding, this compound has already
been reported for P senatii'fnlia, F. cyanea, P. oerstedii, P. serratodigitaia,
P. ﬁ)etida,rw_gn and P alata, 21 Hut we were not able to detect it in the
P alata extract analyzed. Other studies that evaluated the chemical com-
position of P. alata leaves deseribe vitexin-2”-Orrhamnoside as the major fla-
vonoid, but do not report \'it(‘xin—?”—(lxyl()si(lv.“”‘23'24' Based on these
reports, together with our results, we can hypothesize that the work in
which is described the occurrence of this compound in £ alata is contro-
versial. Moreover, considering that the species does not occur at its collec-
tion site (Costa Rica), it is possible that the species collected was, in fact,
another one, probably P quadrangularis. The few comparative studics
between these two related species described in the literature, ! together
with their morphological resemblance, may have led to a poor identifi-
cation of plant material in previous articles in the literature.

Quantitative HPLC Analysis

Quantitative differences between these flavonoids were evaluated by
calibration curves of vitexin-2"-Orhamnoside and  vitexin-2"-Oxyloside.
HPLC analyses showed linearity over the range 1.0-200.0 pg/mL, with a
good lincar relatdonship between  peak  area and  concentration
(r?=>0.999). The content of vitexin-2"-Orhamnoside in aqueous extract
of the leaves of P alata was found to be 31.235+£0.04 l'ng/g of extract,
whereas the content of vitexin-2"-0- xyloside in aqueous extract of the
leaves of P quandrangularis was 29.16 £ 0.11 mg/g of extract. Data on cali-
bration, sensitivity, and precision are shown in Table | and accuracy data
are described in Table 2.

To summarize. the presence of quadranguloside in both species indi-
cates that the choice of this substance as chemical marker could give a false
result. On the other hand, the major flavonoids are distinet for the differ-
ent species, suggesting that vitexin-2"-O-hamnoside could he used as

chemical marker in the identification of P alata and vitexin-2"-Oxyloside
as a chemical marker for P. quadrangularis.
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TABLE 2 Accuracy Data of Vitexin Derivatives

Recovery”
Specie Flavonoid Mean (%) RSD (%)
P alata (3 000 pg/ml.) Vitexin-2"-Cxrham noside (120 pg/mL) 98.7 0.7
P quadrangudaris (3 000 pg/mL} Vitexin-2"-Cxyloside (120 pg/mL) 97.8 0.1

“Recovery was determined by injection of spiked samples, in triplicate, with standard solution.

CONCLUSION

Following the identification of the major compounds from the aqueous
extract of the leaves of P alata and P quadrangularis, the use of the flavo-
noids vitexin-2"-Orhamnoside and vitexin-2"-Oxyloside was proposed as
chemical markers in the differentiadon of the two species and also in
the detection of adulterations in raw plant material.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, foi possivel

concluir que:

A saponina quadrangulosideo foi observada como sendo a
saponina majoritaria nos extratos aquosos de ambas as espécies
P. alata e P. quadrangularis, ndo sendo um bom marcador na
disting@o entre essas espécies;

Por meio do perfil de flavonoides obtido por CLAE, foi
possivel estabelecer potenciais marcadores quimicos, com base
nos flavonoides C-glicosideos majoritarios das folhas de cada
espécie (2°’-O-xilosil-vitexina, para P. quadrangularis e 2’-O-
ramnosil-vitexina para P. alata).

Os flavonoides majoritarios de ambas as espécies, além de
quimicamente semelhantes, também se apresentam em teor
proximos, na ordem de 3% (m/m).
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CAPITULO 6 — Isolamento de flavonoides glicosilados das folhas de
Passiflora bogotensis por HSCCC

6.1 INTRODUCAO

A América Latina possui uma vasta diversidade no que diz
respeito a espécies do género Passiflora. No entanto, a maior parte dos
tanto quimicos quanto farmacoldgicos s3o restritos a poucas espécies,
especialmente P. incarnata e P. edulis.

Em um periodo recente, alguns trabalhos venham sendo
realizados com espécies de Passiflora ainda pouco estudadas, mesmo
que estas ndo estejam incluidas em Farmacopeias ou que nao possuam
uma cadeia produtiva estabelecida.

Como exemplo, pode-se citar os trabalhos realizados com P.
actinia, que demonstraram atividades ansioliticas e sedativas (em
modelos de labirinto de cruz-elevada e campo aberto) para os extratos
metanolicos das folhas, quando administrados via oral e intraperitoneal
em camundongos (SANTOS et al., 2006; LOLLI et al., 2007), e também
com P. foetida, para a qual também exitem relatos de atividades anti-
inflamatéria, antinoceptiva (SASIKALA et al., 2011) e antidepressiva
(SANTOSH et al., 2011) de extratos alcoodlicos de suas folhas.

No que concerne a constituicdo quimica de ambas as espécies
citadas, ¢ descrita a presenca de flavonoides C-glicosideos, havendo
sido identificada a isovitexina em P. actinia (SANTOS et al., 2006) e
vitexina em P. foetida (PONGPAN et al., 2007).

Durante o desenvolvimento desta tese, foi iniciada a
investigacdo da espécie P. bogotensis, uma espécie para a qual os
estudos na literatura sdo escassos.

6.1.1  Passiflora bogotensis Benth.

A regido andina da Colombia apresenta uma grande variedade
de espécies de Passiflora, e é considerada um centro de dispersdo para
muitas espécies desse género, tais como P. tripartita var. mollissima, P.
ligularis e P. bogotensis. (ASTURIZAGA et al., 2006; CARDOZO et
al., 2011).

Embora algumas dessas espécies sejam cultivadas com fins
alimenticios, para a comercializacdo da fruta in natura, ou para
fabricagdo de sucos, outras espécies ndo possuem cadeia produtiva
estabelecida, pois ndo sdo comercializadas com este intuito (CARDOZO
et al.,, 2011). Esse € o caso de P. bogotensis, espécie silvestre, que de
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modo geral, ndo ¢ empregada de forma ornamental ¢ nem com fins
alimenticios.

Descrita como espécie nativa de Bogota, raramente ¢€
encontrada fora dessa regido. Dados da literatura sobre P. bogotensis sdo
escassos, ocorrendo apenas algumas referéncias populares sobre a
possivel toxicidade de seus frutos (PASSIFLORA, 2012).

Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos na
literatura sobre composicdo quimica ou atividades farmacolédgicas de P.
bogotensis.

Este capitulo esta composto por uma proposta de publicacao
que descreve o isolamento de seis flavonoides C-glicosideos por
Cromatografia Contracorrente realizada diretamente a partir da inje¢do
do extrato aquoso bruto das folhas de P. bogotensis, bem como a analise
estrutural dos componentes isolados.

6.2 OBJETIVOS

e Isolar por HSCCC os flavonoides das folhas de P. bogotensis
o Identificar os flavonoides isolados por técnicas como UV, EM e
RMN.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta de publicagdo exposta a seguir estd apresentada
conforme as normas da revista para a qual foi submetida.

Apods o manuscrito, sdo apresentados os espectros de RMN dos
flavonoides codificados como PbF2 ¢ PbF4, apresentados como material
suplementar ao manuscrito (Figuras 95 a 102).

6.3.1 Proposta de publicaciao

Gradient High-Speed Counter-Current Chromatography for
isolation of six flavonoids glycosides from Passiflora bogotensis
Benth.

Geison Modesti Costa, Andressa Corneo Gazola, Leonardo Castellanos,
Carmenza Duque, Flavio Henrique Reginatto, Freddy A. Ramos e Eloir
Paulo Schenkel.

Artigo submetido para publicacao.
Biomedical Chromatography (ISSN 1099-0801)
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ABSTRACT

Passiflora species are widely distributed throughout Latin America,
and their leaves are traditionally used in tea preparations, for their
sedative or calming effects. C-glycosylflavonoids has been described
as the main components of these species but their separation in
classical column chromatography is a challenging problem
especially for irreversible adsorption onto solid supports. The
separation and isolation of flavonoid glycosides from the aqueous
crude extract of the leaves of Passiflora bogotensis by gradient
HSCCC is described in this paper. The aqueous crude extract was
direct injected in normal phase HSCCC, and a gradient was
performed using the solvent system ethyl acetate:n-
butanol:water,1:X:1, with an increase of n-butanol in four steps:
0.05, 0.2, 0.5 and 1.0. The structures of the isolated compounds were
identified by HPLC-DAD, LC-MS and 'H and "CNMR. This
separation enabled the isolation of four known flavonoid glycosides
(isovitexin, isoorientin, isovitexin-2’’-O-rhamnoside and isoorientin-
2”’-0O-rhamnoside) and two new ones (apigenin-6-C-a-L-
rhamnopyranosyl-(1->2)-(6’’-0-acetyl)-f-D-glucopiranoside and
luteolin-6-C-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-(6’’-0-acetyl)-f-D-
glucopiranoside). The purity of each flavonoid was more than 81%.
In this study, we applied a gradient HSCCC method that allowed,
by direct injection of crude extract, the successful isolation of six
flavonoids in a single run. This is the first study concerning the

chemical composition of Passiflora bogotensis.
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Keywords: Passiflora bogotensis; flavonoids; Gradient elution High-

Speed Counter-Current Chromatography.

Abbreviations used: HSCCC, High-Speed Counter-Current
Chromatography; HPLC, High Performance Liquid Chromatography;
DAD, Diode Array Detection; MS, mass spectrometry; CDL, curved
desolvation line; ESI, Electrospray ion source, K, partition coefficient;

NMR, nuclear magnetic resonance.

Introduction

High-Speed Counter-Current Chromatography (HSCCC) is a separation
technique that uses, as stationary phase, a liquid matrix instead of the
common-used solid support matrix, preventing the irreversible
absorption of the samples onto the solid supports, and showing an
excellent sample recovery (Srivastava, 2008; Conway, 2011). HSCCC
is therefore a good alternative as a preparative technique to improve the
separation of flavonoids glycosides, as the traditional separation
methods, such as silica gel column chromatography, are often time
consuming and can easily result in adsorption of the sample onto the
solid support, making it difficult to be eluted from the matrix (Zhou et
al, 2005). In addition, the use of gradient elution in HSCCC could be a
good choice for the purification of mixtures containing several
compounds with different polarities and partition coefficients, although

only a small number of papers in the literature describe the use of
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gradients in HSCCC, in contrast to the usual isocratic elution (Oliveira
et al., 2003; Leitdo et al., 2005).

Species of the genus Passiflora (Passifloraceac) are widely
distributed throughout Latin America, and their fruits are widely
consumed, or used in the preparation of juices. The leaves of some
Passiflora species are traditionally used in several countries in tea
preparations, for their sedative or tranquilizer properties (Pio Corréa,
1978; Blumenthal et al., 2000). Reports on the chemical composition of
the leaf extract of Passiflora species have described mainly C-
glycosylflavonoids (Raffaelli et al, 1998, Abourashed et al., 2002;
Muller et al., 2005; Zucolotto et al., 2009; Zucolotto et al., 2012) and
saponins (Orsini et al., 1985; Reginatto et al., 2001; Costa et al., 2013).
Moreover, in recent years, pharmacological studies of these plants have
pointed to a putative involvement of flavonoids in the
neuropharmacological activities (Coleta et al, 2002; De-Paris et al.,
2002; Sena et al., 2009).

The Andean region of Colombia presents a wide variety of
Passiflora species, and is considered a dispersion center for many
species of this genus, such as P. tripartita var. mollissima, P. ligularis,
P. quadrangularis and P. bogotensis (Blumenthal et al, 2000;
Asturizaga et al., 2006; Cardoso et al., 2011). Although some of these
species are cultivated for consumption as fresh fruit or fruit juices, other
species have not been domesticated, and are not commercialized for this
purpose (Cardoso et al, 2011). Such is the case of P. bogotensis, a
native species of the region of Bogota, which is used neither for

ornamental purposes or as food. Literature data on P. bogotensis are
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scarce, and as far as we are aware, there have been no studies on the
chemical composition of this species.

As part of our continuing research on species of the genus Passiflora
(Ramos et al., 2010; Zucolotto et al., 2012; Costa et al., 2013), this
study describes the isolation of flavonoid glycosides by HSCCC
gradient from P. bogotensis leaves. This work is the first known report

concerning the chemical composition of this species.

Experimental

Chemical and Reagents

Ethyl acetate and n-butanol were provided by Merck®. Acetonitrile and
formic acid HPLC grade were purchased from Tedia®. Water was
purified using a Milli-Q system (Millipore”®, Bedford, USA). All the
solutions prepared for HPLC were filtered through a 0.45 mm

membrane before use.

Plant Material and Extraction

The leaves of Passiflora bogotensis Benth. were collected in Nemocdn,
Cundinamarca-Colombia, in May 2011, and identified by Prof. Luis
Carlos Jimenez. A voucher specimen was deposited at the Instituto de
Ciencias Naturales of the Universidad Nacional de Colombia (COL
564523). The leaves (100 g) were dried at room temperature, powdered
and then extracted by infusion with boiled, distilled water (90°C, 1:10
w/v) for 10 minutes. The extract was then filtered and freeze-dried. The

crude extract yielded 16.8 g of solid material.
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HPLC Analysis

For the HPLC-DAD analyses, a Merck-Hitachi apparatus was used,
equipped with a L-6000A tertiary pump, a AS2000A autosampler and a
L-4500 DAD detector. The chromatograms were recorded at 340 nm
while the UV spectra were monitored over a range of 450 to 200 nm.
The data were processed using D-6000-HSM software.

HPLC separations were performed in a Vertical VertSep C;g column
(250 x 4.6 mm i.d.; Sum) using a gradient system of acetonitrile (solvent
A) and formic acid 0.5% (solvent B), in a single step: 17-35% A (0-20
min). The flow rate was kept constant at 1.2 mL/min. The mobile phase
was prepared daily and degassed by sonication before use.

The analyses by HPLC-MS were carried out using a Shimadzu LC-10A
coupled to a selective mass detector (LCMS-2010EV). Electrospray ion
source (ESI)-MS spectra were acquired in negative ion mode, and the
interface and MS detector parameters were as follows: detector voltage,
1.5kV; CDL wvoltage, 150V, CDL temperature, 250°C; heat block
temperature, 250°C; QarrayRF voltage, 150 V and nitrogen as nebulizer

gas, at a flow rate of 1L/min.

Selection of Solvent Systems for HSCCC Gradient Separation

For the selection of the solvent system was employed methodology
according to Leitdo and co-workers (2005). Briefly, different ratios of
the solvent system ethyl acetate:n-butanol:water (Table 1) was used to
dissolve small amounts of aqueous crude extract of P. bogotensis in
separate test tubes. The tubes were then equilibrated by shaking

vigorously. 500 pL aliquots of each phase were evaporated to dryness,
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diluted with 500 pL. methanol:water (1:1) and analyzed by HPLC-DAD,
as described above. The partition coefficient (K) value was expressed as
the peak area of target compounds in the upper phase (mobile phase)

divided by that in the lower phase (stationary phase).

Table 1
Solvent systems tested for the separation of flavonoids from the aqueous

crude extract of leaves of P. bogotensis by HSCCC gradient elution.

Solvent systems EtOAc n-BuOH H,O
chosen

A 1 0.05 1

1 0.1 1
B 1 0.2 1
C 1 0.5 1
D 1 1.0 1

1 1.2 1

HSCCC Separation

The HSCCC separation was carried out using a P.C. Inc. Countercurrent
Chromatograph with a multi-layer coil (400 mL) equilibrated by a
counterweight. A Merck-Hitachi pump, model L-6000, and an Eldex
universal fraction collector were also used. The lower aqueous phase of
solvent system A was used as the stationary phase with the upper
organic phase of solvent system A as the initial mobile phase. Once the

stationary phase was pumped and filled in the column, the rotor speed



224

was set at 800 RPM and the initial mobile phase pumped in a tail to
head direction at 3.0 mL/min. The retention of stationary phase for this
solvent system was 76.7% (Vs = 307 mL). After reaching hydrodynamic
equilibrium, 1 g of aqueous crude extract in 6 mL of a mixture of both
phases (1:1 ratio) was injected, and fractions of 9 mL were collected.

The gradient elution was conducted as follows: a total volume of 350
mL of organic phase of solvent system A was pumped, being the initial
100 mL not collected. The remaining 250 mL filled tubes 1 to 21. Next,
250 mL of the upper organic phase of the solvent systems B and C filled
tubes 22 to 44 and 45 to 70, respectively. For solvent system D, 480 mL
of the organic phase was pumped through the column, filling tubes 71-

127.

NMR Spectroscopy

The NMR experiments on 1-6 were carried out in a Bruker® 300
spectrometer, using DMSO-d; at 300 MHz for 'H and 75 MHz for °C
NMR. Two-dimensional spectroscopies such as HSQC, HMBC, COSY
and TOCSY were also recorded.

Results and Discussion

Selection of Solvent Systems

The counter-current chromatography technique allows the injection of
large amounts of sample without prior purification, enabling to obtain
large amounts of isolated substance (McAlpine and Morris, 2006). It
also avoids some problems associated with flavonoid separation, such as

irreversible adsorption, which is common in flavonoid glycoside
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isolation in classical column chromatography, leading to lower yields
and higher investment of time (Peng et al., 2005).

The choice of an adequate solvent system is the most important step
in the development of a HSCCC method, and is a crucial part of a
successful separation (Srivastava, 2008). Recently, Costa and Leitao
(2010) reviewed solvent systems developed for the isolation of
flavonoids, discussing the solvent systems for both O-glycoside and C-
glycoside flavonoids. The authors point out that three solvent "families"
are the most commonly used in the isolation of such compounds by
CCC: hexane-ethyl acetate-methanol-water (HEMWat); chloroform-
methanol-water; ethyl acetate-butanol-water (EBuWat).

The EBuWat family, in gradient mode, has already been used in the
separation of glycosylated phenylpropanoids and iridoids (Leitdo ef al.,
2005). In a previous work carried out by our group, we used this
biphasic solvent system to isolate the major flavonoid from the leaves of
P. quadrangularis (Costa et al., 2013).

A similar strategy was used in this study for flavonoid isolation from
the aqueous crude extract from P. bogotensis leaves. With an initial
approach based in the studies of Leitdo and co-workers (2005), different
amounts of n-butanol were tested, as described in Table 1. The four
steps of the gradient solvent system employed herein were selected
based on HPLC analyses of the distribution of sample components in the
upper and lower phases of the systems (Figure 1). The chromatograms
show the distribution of flavonoids, which were initially retained in

aqueous lower phase system A and later, as the polarity of the organic
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phase increased (A = D), the flavonoids were partitioned to the upper
organic phases. The distribution coefficient (K) values of the flavonoids
in the different ratios of n-butanol in systems A-D were determined by
HPLC, expressed as the peak area of the compound in the upper phase
divided by the peak area of the compound in the lower phase, and are

presented in Table 2.

mv 180
100

ux

o 5 10

Figure 1. Chromatograms of the aqueous crude extract of P. bogotensis
(D), together with the upper (II) and lower phases (III) obtained in the
test tube experiments for the evaluation of the ratio of n-BuOH (A-D) in
the solvent system EBuWat. Column: Vertical VertSep C18 (250 mm x
4.6 mm; i.d. 5 pm); mobile phase: (A) ACN : (B) formic acid 0.5%, 17-
35% A (0-20 min); flow rate: 1.2 mL/min; detection wavelength: 340

nm.
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Table 2
The K values of compounds in different n-BuOH ratios, in the EBuWat

solvent system

Solvent composition Compound
1 2 3 4 5 6
EtOAc:n-BuOH:H,0O 0.50 0.68 045 027 0.07 0.04
(1:0.05:1)
EtOAc:n-BuOH:H,0O 0.62 1.10 0.66 047 0.14 0.06
(1:0.2:1)
EtOAc:n-BuOH:H,O0 7.41 737 470 3.59 1.64 0.87
(1:0.5:1)
EtOAc:n-BuOH:H,O 20.75 13.67 791 6.18 3.81 1091
(1:1:1)

As observed in Table 2, the three solvent systems provide different
ranges of K values for compounds 1-6, according to the amount of n-
BuOH in the solvent system, which acts as an organic phase modifier. It
was also observed that for each compound, there are different
distribution coefficients in each of the systems chosen, and its increase
occurs in differentiated manner between the compounds, which shows

distinct retention of the flavonoids in the lower phase.

Preparative HSCCC Separation of Crude Extract
The selected solvent systems were then applied to the simultaneous

isolation of six flavonoids by HSCCC in a single operation, within less
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than 7 hours, directly from the crude extract. The fractions obtained
were evaporated under reduced pressure to yield compounds 1 (fraction
14-20, 8 mg), 2 (fr. 24-30, 9 mg), 3 (fr. 32-41, 14 mg), 4 (fr. 43-47, 24
mg), 5 (fr. 61-67, 15 mg) and 6 (fr. 73-80, 32 mg). The purity of the
HSCCC fractions was determined by LC-MS (Figure 2) and the purity
of the isolated compounds 1-6 was 86.6%, 85.4%, 88.9%, 81.2%, 90.2%
and 97.3%, respectively.

Compared to the usual procedures of isolation of flavonoid
glycosides previously performed in our laboratory (Zucolotto et al.,
2009; Costa et al., 2011), the HSCCC separation was very effective in
terms of the number of chromatographic steps, time and solvents
consumed, and the number and amount of flavonoids isolated in a single

analysis.

271 335 351

1 i 4 259 270

PbF1 m/z= 431 o PbF4 m/z = 635
|

3 o1 338 ) ¥ T
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— o — 357
259270 351 i 259 270
3 6
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Figure 2. LC-MS chromatograms of the fractions 1-6 from HSCCC.
Column: Vertical VertSep C18 (250 mm x 4.6 mm; i.d. 5 pm); mobile
phase: (A) ACN : (B) formic acid 0.5%, 17-35% A (0-20 min); flow

rate: 1.2 mL/min; detection wavelength: 340 nm.
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Structural Identification of The Isolated Compounds

The compounds eluted from the gradient HSCCC were directly used for
structural identification by LC-MS and NMR, without any other
purification process. As shown in Figure 2, the UV and MS data from
the isolated compounds indicated a glycosylflavones, with apigenin or
luteolin nucleous (Markham, 1982). The flavonoids 1 (UV;pax 271 and
335 nm; m/z 431 [M-H]) and 3 (UVjmax 259, 270 and 351 nm; m/z 447
[M-H]) were identified based on their spectral data and by co-
chromatography with authentic samples, as isovitexin and isoorientin,
respectively (Figure 3).

Compounds 2, 4, 5 and 6 were identified by their spectroscopic data
(Table 3). Comparison with the literature data (Hussein et al., 2003;
Rayyan ef al., 2005) led to the identification of flavonoids 5 and 6 as
isovitexin-2’’-O-rhamnoside and isoorientin-2’’-O-rhamnoside,
respectively (Figure 3). This is the first report of these compounds for
the genus Passiflora, although Ferreres and co-authors (2007) have
described 2’’-O-deoxyhexosyl-C-hexosyl-flavones to P. edulis, but

without indicating the position of attachment sugar-nucleus.

Table 3
'H (300 MHz) and *C NMR (75 MHz) data for compounds 2, 4, 5 and
6 in DMSO-d.
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2 4 5 6
Position C H C H C H C H
2 163.3 - 163.6 - 163.5 - 163.4 -
3 102.4 6.79 (s) 102.6 6.68 (s) 102.5 6.79 (s) 102.5 6.67 (s)
4 182.0 - 182 - 181.9 - 182.0 -
5 161.1 13.57 (s, OH) 161.1 13.57 (s, OH) 160.8 13.56 (s, OH) 161.4 13.56 (s, OH)
6 108.6 - 108.6 - 108.9 - 108.7 -
7 161.9 - 161.9 - 162.3 - 163.2 -
8 93.3 6.52 (s) 93.3 6.51 (s) 92.7 6.50 (s) 92.7 6.48 (s)
9 156.4 - 156.4 - 156.3 - 156.2 -
10 103.4 - 103.9 - 103.6 - 103.5 -
1' 121.7 - 121.2 - 120.8 - 121.2 -
2' 128.2 7.93 (d, J=8.6) 113.0 7,40 128.5 7.93 (d, J=8.8) 112.8 7.39
3 116.3 6.92 (d, J=8.6) 145.8 - 116.3 6.92 (d, J=8.8) 145.7 -
4 161.5 - 149.8 - 161.4 - 149.7 -
5 116.3 6.93 (d, J=8.6) 116.0 6.89 (d, J=8.3) 116.3 6.92 (d, J=8.8) 115.8 6.89 (d, J=8.3)
6' 128.2 7.93 (d, J=8.6) 118.8 7.42 128.5 7.93 (d, J=8.8) 118.6 7.43
1" 71.0 4.65 (t, J=10) 71.2 4.65 (t, J=10) 71.0 4.62 (t,J=10) 71.0 4.63 (t,J=10)
2" 75.4[74.11 425[435](t,J=9.2) 75.2[74.2] 4.25[4.35] (t,J=9.2) 75.5[74.3] 4.19 [4.36] (t,J=9.0) 75.5[74.3] 4.20[4.37] (t,J=9.0)
3" 78.5 3.37 78.8 3.37 79.7 334 79.7 334
4" 70.6 3.35 70.7 3.35 70.3 3.60 70.3 3.61
5" 81.3 3.16 81.4 3.16 81.1 3.14 81.2 3.14
6" 64.3 4.37;3.88 64.4 4.37;3.88 61.2 3.70; 3.38 61.2 3.70; 3.38
100.2
I [100.4] 5.08 [5.00] (s) 100.3[100.5]  5.08 [5.00] (s) 100.2 [100.7]  5.08 [5.00] (s) 100.0 [100.3]  5.07 [5.01] (s)
2" 70.2 3.12 70.2 3.11 70.2 3.11 70.2 3.11
3" 70.4 3.61 70.5 3.61 70.5 3.60 70.5 3.61
4m 71.4 291 71.5 2.92 71.5 291 71.3 2.92 (t, J=9)
5" 68.1 2.28 68.1 2.30 68.8 2.30 68.0 2.30
6" 17.9[17.6] 0.60[0.50] (d, J=6.0) 17.9[17.6] 0.60[0.50] (d, J=6.0) 17.6[17.4] 0.60[0.51](d,J=5.9) 17.6[17.4] 0.60 [0.51] (d, J=5.6)
CH3COO 20.8 1.99 (s) 20.8 1.99 (s) - - - -
CH3COO 170.6 - 170.4 - - - - -
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The 'H and C NMR spectra from compounds 2, 4, 5 and 6
presented some unusual characteristics, such as the ¢ values of § 0.60 for
the thamnose methyl protons, instead of the usual & 1.50. This shielded
shift is due to the spatial shielding effect of ring A of the flavonoid unit,
as the sugar moieties are attached to the flavonoid nucleus at position 6
(Cheng et al., 2000; Rayyan et al., 2005). Furthermore, some 'H and ">C
signals were duplicated (H and C-2"°, H and C-1""", H and C-6’""). This
effect is observed as a result of the rotational barrier around the C-
glycosidic linkage (Hussein et al., 2003).

Describing compound 4, characteristic patterns of a Iuteolin nucleus
was observed through the presence of olefinic proton at & 6.68 (1H, s,
H-3), a pentasubstituted aromatic ring at § 6.51 (1H, s, H-8), and signals
for a 1,3,4-trisubstituted aromatic ring at 8 7.42 (1H, d, J = 8.3, H-6"), 6
7.40 (1H, s, H-2") and 6 6.89 (1H, d, J = 8.3, H-5"). Protons signals
between & 5.08 and ¢ 2.30 indicated the presence of sugar moieties,
which was defined as two sugar units, by the number of signals and by
the presence of two anomeric proton signals at & 4.65 (1H, t, J = 10.0,
H-1"") and & 5.08 (1H, s, H-1"""). Assignation of the protons to the
carbons was completed by HSQC correlations and some correlations
observed in HMBC. The analysis of these two-dimensional correlation
spectra, together with the TOCSY correlations, led to the identification
of glucose and rhamnose as the sugar moieties. Glucose was proposed
as the C-linked sugar at C-6 by the HMBC correlation between the
proton C-1"" at &y 4.65 and the carbons C-6 at 6c 108.6, C-7 at 5 161.9
and C-5 at 3¢ 161.1. Likewise, the glucose-rhamnose link was proposed
at C-2”’ by HMBC correlation between the proton C-2’" at &y 4.25 and
the carbons C-1""" at 8¢ 100.3. Flavonoid 4 presented 'H and °C NMR
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signals similar to those of compound 5, but a mass difference of 42 m/z
between these two compounds indicates the presence of a possible
acetyl group, which was confirmed by the observation of the signals at
S6H 1.99, 8C 20.8 and 6C 170.4. Due the deshielded shift of the glucose
methylene protons (6 4.37 and & 3.88) and carbon (5 64.4), the acetyl
group was then located on the glucose in position C-6’". These data
allowed determination of flavonoid 4 as luteolin-6-C-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-(6"’-O-acetyl)-f-D-glucopiranoside ~ (Figure
3).

In the same way, the 'H and °C NMR signals of flavonoid 4 were
similar to those of flavonoid 2, except for the signals for an apigenin
nucleus, with signals of a para-substituted aromatic ring (ring B) at 6
6.92 (2H, d, J= 8.6, H-3* and H-5"),  7.93 (2H, d, J = 8.6, H-2’ and H-
6’). These comparison led to the determination of flavonoid 2 as
apigenin-6-C-a-L-rhamnopyranosyl-(1—>2)-(6""-O-acetyl)-5-D-

glucopiranoside (Figure 3).
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H3C OH
1 H H OH
3 OH H 2 R=H
5 H Rha 4 R=0H
6 OH Rha

Figure 3. Structures of compounds 1, 3, 5 and 6 and structure of the
new flavonoids apigenin-6-C-a-L-rhamnopyranosyl-(1—-2)-(6""-O-
acetyl)-f-D-glucopiranoside (2) and luteolin-6-C-a-L-rhamnopyranosyl-
(152)-(6"’-0O-acetyl)-f-D-glucopiranoside (4). Rha = rhamnose. —:

relevant HMBC correlations.

To the best of our knowledge, flavonoids 2 and 4 have not been
previously reported in the literature, and this is also the first report of

compounds 5 and 6 in the genus Passiflora.

Conclusion

In this study, we applied a gradient HSCCC method that allowed, by
direct injection of crude extract, the successful isolation of six
flavonoids, two of them reported for the first time in nature. This is also
the first study concerning the chemical composition of Passiflora

bogotensis.
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6.1.1 Dados suplementares — Espectros dos flavonoides PbF2 (2) e PbF4 (4)
Figura 95 Espectro de "H RMN do flavonoide PbF2 (DMSO-ds; 300 MHZ)
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Figura 96 - Espectro de HSQC do flavonoide PbF2 (DMSO-dg; 300 / 75 MHz)
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Figura 97 - Espectro de HMBC do flavonoide PbF2 (DMSO-dj; 300 / 75 MHz)
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Flgura 98 - Espectro de '"H RMN do flavonoide PbF4 (DMSO ds; 300 MHz
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Figura 100 - Espectro de HSQC do flavonoide PbF4 (DMSO-dy; 300 / 75 MHz)
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Figura 101 - Espectro de HMBC do flavonoide PbF4 (DMSO-d,; 300 /
75 MHz)
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Figura 102 - Ampliago do espectro de HMBC do flavonoide PbF4
(DMSO-dy; 300 / 75 MHz)
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6.4

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste capitulo, foi possivel

concluir que:

A técnica de HSCCC, com elui¢do em modo gradiente, permitiu
o isolamento direto de seis flavonoides C-glicosideos em uma
unica etapa cromatografica, a partir da injegao direta do extrato
aquoso bruto das folhas de P. bogotensis;

Por meio de técnicas espectroscopicas e espectrofotométricas,
foi possivel identificar os flavonoides isolados como isovitexina
(1), isoorientina (3), 2’’-O-ramnosil-isovitexina (5) e 2’’-O-
ramnosil-isoorientina (6), além de dois flavonoides inéditos, 6-
C-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(6"’-O-acetil)-f-D-glicopiranosil-
apigenina (2) e 6-C-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(6"’-O-acetil)-
S-D-glicopiranosil-luteolina (4).
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DISCUSSAO GERAL

As espécies do género Passiflora possuem grande importancia
no ambito farmacéutico tendo em vista que extratos de diferentes
espécies (principalmente de P. incarnata, mas também de P. alata e P.
tripartita var. mollissima) sdo empregados em medicamentos
fitoterapicos como sedativos e leves indutores do sono.
Adicionalmente, possuem grande emprego popular como calmante e
tranquilizante e algumas espécies apresentam ainda relevancia
econdmica pela utilizagdo na indistria alimenticia, especialmente P.
edulis (LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1977; PIO CORREA, 1978;).

A maior parte dos estudos na literatura com as espécies de
Passiflora foram conduzidos com P. incarnata e também com P. edulis
(var. edulis e var. flavicarpa). A primeira constitui a espécie mais
difundida na Europa e América do Norte, estando descrita em
farmacopeias de diferentes paises desses continentes. No Brasil, a
primeira espécie desse género a constar na Farmacopeia Brasileira foi P.
alata (BRASIL, 1977), a qual também apresenta diversos estudos na
literatura, tanto quimicos quanto farmacologicos (Capitulo 1). P. edulis,
embora também apresente diversos estudos, somente foi incluida na
Farmacopeia Brasileira em sua edi¢do mais recente (5° ed.) (BRASIL,
2010). Cabe ressaltar que essa atual edigdo consta com duas
monografias de Passiflora, cada qual correspondendo a uma espécie, P.
alata e P. edulis. Todavia, a atual edicdo da Farmacopeia ndo faz
distingdo em relac¢do a qual variedade de P. edulis é considerada oficial,
sendo que estudo da literatura ja demonstrou que as espécies P. edulis
var. edulis e P. edulis var. flavicarpa possuem distintos perfis quimicos
e também farmacologicos (LI et al., 2011; ZUCOLOTTO et al., 2012).

Em nosso grupo de pesquisa, espécies de Passiflora,
especialmente P. alata e P. edulis var. flavicarpa, veem sendo estudadas
tanto no ambito quimico (BIRK et al., 2005; MADOGLIO et al., 2010;
REGINATTO et al., 2001; 2004; ZUCOLOTTO et al., 2012) como
também no farmacolégico (BARBOSA et al., 2008; DE PARIS et al.,
2002; PETRY et al., 2001; REGINATTO et al., 2006; SENA et al.,
2009; ZUCOLOTTO et al., 2009). Especialmente sobre o aspecto
quimico, uma das caracteristicas que se destaca nessas espécies € a
presenga de saponinas como metabolitos majoritarios em folhas de P.
alata, em contraste com a predominancia de flavonoides C-glicosideos
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em P. edulis var. flavicarpa (REGINATTO et al., 2001; ZUCOLOTTO
et al., 2009).

Em vista da cooperagdo estabelecida com a Universidad
Nacional de Colombia, surgiu o interesse em aprofundar os estudos com
as espécies de Passiflora amplamente cultivadas e comercializadas na
Colombia. Inicialmente foram selecionadas algumas das espécies de
maior ocorréncia no territério colombiano. Nesta tese foram incluidas
inicialmente duas espécies de ocorréncia colombiana: P. quadrangularis
e P. tripartita var. mollissima.

Conforme apresentado no Capitulo 5, a similaridade
morfolégica entre as espécies P. quadrangularis e P. alata levou ao
interesse de investigar comparativamente a composi¢cao quimica dessas
espécies.

Ja P. tripartita var. mollissima possui grande destaque devido
ao amplo uso de seus frutos como alimento e também pelo fato do
extrato de suas folhas ser empregado terapeuticamente em
medicamentos registrados e comercializados em territorio colombiano.

A insercdo de P. bogotensis neste trabalho ocorreu
posteriormente, durante o estidgio doutoral no exterior. Diferentemente
dessas espécies anteriormente citadas, P. bogotensis nao ¢ utilizada
como alimento, e o interesse surgiu por se tratar de uma espécie de
ocorréncia local, para a qual ndo foram encontrados estudos na
literatura.

A partir deste contexto, foi proposto para esta tese a
investigagdo quimica das espécies P. alata, P. quadrangularis, P.
tripartita var. mollissima, P. bogotensis.

Cabe mencionar que, simultaneamente, essas espécies estdo
sendo investigadas sob o ponto de vista farmacoldgico, com énfase na
atividade no SNC, pela estudante de doutorado Andressa Corneo
Gazola, sob orientacdo do Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel e co-
orientagdo da Profa. Dra. Thereza C. M. de Lima. Entre os resultados
preliminares desse trabalho destacam-se as atividades sedativas
verificadas para os extratos de folhas e pericarpos das espécies P.
quadrangularis, P. alata e P. edulis var. edulis.

Na primeira parte desta tese foram realizadas diversas andlises
cromatograficas (CCD, CLAE e CLUE) e também eletroforéticas (EC),
com o intuito de caracterizar os principais constituintes quimicos dos
extratos aquosos das espécies. Até o presente momento, técnicas como
CLUE e EC nao s3o consideradas técnicas farmacopéicas, tanto no
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Brasil quanto em outros paises, e ainda ndo s@o tdo difundidas nos
laboratérios de pesquisa comparativamente ao CLAE, embora
apresentem algumas vantagens, conforme ja apresentado no Capitulo 2.

As andlises, tanto cromatograficas quanto eletroforéticas,
apontaram a presenga de flavonoides como compostos de destaque nos
extratos de todas as espécies estudadas. Por meio das varias
metodologias empregadas foi possivel observar diferentes perfis
cromatograficos ou eletroforéticos para os flavonoides entre as espécies.
A comparagdo dos extratos aquosos com padrdes de flavonoides C-
glicosideos permitiu a identificacdo alguns componentes, resultados
esses sumarizados na Tabela 23.

Tabela 23 - Flavonoides C-glicosideos identificados nos extratos
aquosos das espécies analisadas, por meio de comparagdes
cromatograficas por CCD, CLAE e CLUE e eletroforéticas por EC.

Espécie Flavonoides C-glicosideos identificados
P. alata orientina, isovitexina e vitexina-2’’-O-ramnosideo
P. bogotensis isoorientina* e isovitexina*

P. quadrangularis  vitexina*
P. tripartita var. isoorientina, orientina e swertisina
mollissima

*: substancia ainda ndo descritas na literatura para referida espécie.

As analises por CLAE empregando um gradiente Unico para
todos os extratos, permitiu a diferenciagcdo dos perfis de flavonoides C-
glicosideos, tendo sido observado uma maior diversidade desses
compostos na espécie P. tripartita var. mollissima. Esse dado corrobora
com resultados obtidos em estudo prévio (ZUCOLOTTO et al., 2012).
Entretanto, no método cromatografico desenvolvido nesta tese, foi
empregada uma constituicdo de fase moével diferente da utilizada no
estudo anterior. Isso possibilitou uma maior resolugdo entre alguns picos
e consequentemente melhor diferenciacdo do perfil entre as espécies
(Figura 25, Capitulo 2). Posteriormente, por meio do aperfeigoamento
do gradiente utilizado, foi possivel uma melhor visualizagdo da
complexidade da constituicdo quimica de flavonoides no extrato aquoso
das folhas de P. tripartita var. mollissima, com a visualizagdo de mais
de 20 picos referentes a flavonoides C-glicosideos (Figura 26, Capitulo
2).
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Buscando comparar técnicas analiticas distintas, o perfil de
flavonoides também foi analisado por CLUE e EC. Em especial para
EC, o método desenvolvido permitiu uma melhora na resolucdo e
simetria de picos observados, quando comparados as técnicas
cromatograficas (Figura 32, Capitulo 2). Considerando o tempo de
analise, ambas as técnicas, mesmo possuindo principios diferentes,
permitiram analises mais rapidas que a técnica de CLAE. A fim de
proporcionar uma melhor visualizagdo da redugdo desse tempo
requerido em cada técnica, a Figura 32 ¢ apresentada de outra maneira,
preservando a escala de tempo (Figura 103).

Figura 103 - Comparacdo dos perfis de flavonoides do extrato aquoso
das folhas de P. tripartita var. mollissima na mesma escala de tempo.

A

A: cromatograma por CLAE; B: cromatograma por CLUE; C:
eletroferograma por EC.
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A partir da observacdo da riqueza de flavonoides nestas
espécies, foram iniciados os trabalhos de isolamento e elucidacdo
estrutural desses compostos. Para tanto, foi empregada a Cromatografia
Contracorrente, especificamente HSCCC. Essa técnica, por utilizar fase
estacionaria liquida, ndo apresenta adsor¢do dos compostos em fase
estacionaria sélida, o que geralmente € uma desvantagem nos processos
cromatograficos classicos de isolamento de flavonoides glicosilados.

Nesses processos dificilmente se consegue bons rendimentos,
impossibilitando as vezes, obter quantidades acima de 20 mg, de modo
geral. Dessa forma, é importante o uso de uma técnica que permita uma
obtengdo rapida, em quantidades suficientes para a realizagdo dos
experimentos de identificacdo e possiveis ensaios farmacolédgicos, e que
garanta a integridade quimica desses compostos.

Assim, das folhas de P. quadrangularis, foram isolados quatro
flavonoides C-glicosideos, todos apresentando duas unidades de agucar
na molécula, sendo dois com o nucleo apigenina e dois com o nucleo
luteolina (Figura 104).

Figura 104 - Estruturas quimicas dos flavonoides C-glicosideos
isolados das folhas de P. quadrangularis.
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(2”-O-xilosil-(1>2)-8-C-glicosil-apigenina) (2>°-O=xilosil-(1>2)-8-C-glicosil-luteolina)
QH
CH,OH g CH,OH
Ho,%” Ho,,%‘
HO' X HO' H
g” gH
27-0O-glicosil-vitexina 2?-0O-glicosil-orientina

(27-O-glicosil-(12>2)-8-C-glicosil-apigenina) (27-0-glicosil-(1>2)-8-C-glicosil-luteolina)
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O isolamento desses flavonoides C-glicosideos foi possivel com
a utilizacdo da técnica de HSCCC em modo gradiente. O sistema de
solventes empregado nesta separacdo (AcOEt:BuOH:H,0) foi escolhido
tendo como ponto de partida o sistema previamente descrito por Leitdo e
colaboradores (2005), o qual havia sido utilizado na separagdo de
fenilpropanoides e iridoides. As etapas do gradiente foram determinadas
a partir de analises prévias da distribuicdo dos compostos de interesse
entre as fases destas etapas (Tabela 6, Capitulo 3).

Este é o primeiro relato do isolamento desses flavonoides a
partir do extrato aquoso das folhas de P. quadrangularis, embora,
durante a elaboragdo dessa tese, trés desses flavonoides (vitexina-2""-O-
xilosideo, vitexina-2"’-O-glicosideo, orientina-2""-O-xilosideo) tenham
sido identificados no extrato hidroetandlico dessa mesma espécie com
base nos dados de analise por CLAE-DAD-ESI-MS/MS (SAKALEM et
al., 2012).

Posteriormente, para o isolamento dos flavonoides C-
glicosideos de P. bogotensis, foi utilizada a mesma estratégia
previamente descrita. A partir do extrato aquoso das folhas de P.
bogotensis, foram isolados seis flavonoides C-glicosideos, sendo dois
deles inéditos na literatura. Cabe ressaltar que, nesse caso, em apenas
uma analise, a partir do extrato bruto, foi possivel o isolamento direto
dessas substancias (Figura 105).
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Figura 105 - Estruturas quimicas dos flavonoides C-glicosideos
isolados das folhas de P. bogotensis.

Isovitexina OH Tsoorientina
(6-C-glicosil-apigenina) (6-C-glicosil-luteolina)

HC o ””"O i '

ol Hae™™ o0
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(2”-O-ramnosil-(1>2)-6-C-glicosil-apigenina)

OH
OH 2”’-O-ramnosil-isoorientina
(27-O-ramnosil-(1->2)-6-C-glicosil-luteolina)

OH A WOH

OH
6-C-¢-L-ramnopiranosil-(1->2)-(6"-O-acetil)- W ,
B-D-glicopiranosil-apigenina
OH
6-C-a-L-ramnopiranosil-(1>2)-(6"-O-acetil)-
p-D-glicopiranosil-luteolina

Os flavonoides isovitexina e isoorientina foram previamente
observados nas analises qualitativas cromatograficas e eletroforéticas.
Em relacdo aos demais flavonoides isolados, 2’’-O-ramnosil-isovitexina
¢ 2’-O-ramnosl-isoorientina ndo haviam sido relatados previamente no
género Passiflora, embora Ferreres e colaboradores (2007) tenham
descrito flavonas-2’’-O-deoxihexosil-C-hexosideos para P. edulis, sem
descrever, contudo, quais hexoses ou a posi¢do de ligacdo acucar-
genina. Ja os flavonoides 6-C-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(6’’-O-acetil)-
p-D-glicopiranosil-luteolina e 6-C-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(6"’-O-
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acetil)-f-D-glicopiranosil-apigenina sdo descritos aqui pela primeira
vez.

Cabe citar que o isolamento por HSCCC ndo empregou acido
na fase moével, uma pratica comumente executada nos processos
classicos de isolamento de flavonoides glicosilados. O uso do acido
nessas situagdes, em pequenas concentragdes, justifica-se com o
objetivo de evitar a ionizagdo desses compostos e obter melhores
resolucdes, assim como diminuir a perda dos mesmos junto a fase
estacionaria devido a adsor¢des irreversiveis. Entretanto, essa pratica
pode levar a hidrolise de alguns glicosideos, gerando a perda do
constituinte ou ainda, ocasionar o isolamento de estruturas mais
estaveis, como um mono-C-glicosideo ou uma aglicona. Nesse caso,
esses flavonoides isolados ndo corresponderiam aos compostos
originalmente presentes no material vegetal. Considerando que dos dez
flavonoides isolados nesta tese, oito sdo flavonoides diglicosilado, €
possivel assumir que esta técnica permite o isolamento de flavonoides
C-glicosideos mantendo sua integridade estrutural.

Em relagdo a presenga de saponinas, foi observado o acimulo
desses compostos apenas nos extratos aquosos das folhas das espécies P.
alata e P. quadrangularis.

Os perfis de saponinas por CLAE foram obtidos empregando
como fase estacionaria uma coluna fenila, de acordo com metodologia
previamente descrita por Reginatto e colaboradores (2004). Embora essa
fase estaciondria tenha permitido uma boa separagdo desses compostos,
a ndo disponibilidade dessa fase estacionaria para CLUE, impossibilitou
as analises desses compostos por esta técnica. Por EC, por sua vez, a
analise de saponinas poderia ser realizada seguindo o mesmo modo de
separagdo que o anteriormente empregado para flavonoides C-
glicosideos, embora as saponinas ndo sejam facilmente ionizaveis, em
especial aquelas que ndo apresentam grupamentos acidos. Nesse caso,
uma alternativa seria a utilizacdo de outros tipos de separagdo
eletroforética, como por exemplo, a Cromatografia Eletrocinética
Micelar (MEKC, do inglés ‘micellar electrokinetic chromatography’)
(SHEU; CHEN, 1995; UNGER, 2009). Nesse caso, a adi¢do de um
tensoativo ao eletrdlito de corrida leva a formagao de micelas juntos aos
compostos de interesse, que antes se encontravam neutro. Isso permitiria
uma mobilidade eletroforética diferenciada destes compostos no EOF, e
sua consequente separacao.
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Nas analises por CCD e CLAE, utilizando amostra de referéncia
da saponina quadrangulosideo, foi possivel observar a presenca dessa
saponina como a majoritaria tanto para o extrato aquoso das folhas de P.
alata como para P. quadrangularis. Adicionalmente, foi observado uma
grande variedade desses compostos nessas duas espécies (Figura 34,
Capitulo 2).

A partir dessa constatacdo, foram iniciados os trabalhos de
isolamento e elucidagdo estrutural das saponinas presentes no extrato
aquoso das folhas de P. quadrangularis. Priorizou-se o estudo das
saponinas dessa espécie tendo em vista que P. alata ja vem sido
estudada pelo nosso grupo (REGINATTO et al., 2001, 2004; BIRK et
al., 2005; MADOGLIO, 2010).

Foram isoladas seis saponinas, sendo trés a partir da fragdo
BuOH do extrato aquoso, as quais ndo sdo apresentadas nesta tese pois
ainda se encontram em processo de identificacdo. As trés saponinas ja
identificadas foram isoladas a partir da fracdo AcOEt (Figura 106).

Figura 106 - Estruturas quimicas das saponinas isoladas das folhas de
P. quadrangularis
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O 3-0-B-D-glicopiranosil-(1->2)-3-O-B-D-glicopiranosideo do
acido oleanodlico ja havia sido previamente relatado para a espécie P.
quadrangularis (ORSINI et al., 1987; SAKALEM et al., 2012), assim
como para P. alata (REGINATTO et al., 2001).

As outras duas saponinas isoladas possuem nucleo cicloartano,
comum para outras saponinas previamente descritas espécies desse
género (BOMBARDELLI et al., 1975; ORSINI et al., 1986; SAKALEM
et al., 2012). Essa caracteristica sugere uma possivel rota biossintética
comum a diversas saponinas nas espécies de Passiflora, especialmente
se considerarmos a estrutura do quadrangulosideo, saponina majoritaria
das espécies P. alata e P. quadrangularis.

A caracteristica estrutural diferencial dessas saponinas é quanto
a presenca de uma hidroxila na posicdo 1. Esse grupamento nessa
posicdo, entretanto, tampouco € algo incomum, ja tendo sido descrito,
por exemplo, para os acidos molico e quadrangularico e seus
glicosideos, isolados de espécies Combretum molle e C. quadrangulare
(BANSKOTA et al, 2000; FACUNDO et al., 1993; PEGEL; ROGERS,
1976) (Figura 107), assim como para as saponinas ‘ciclopassiflosideos’
(YOSHIKAWA et al., 2000a,b) (Figura 15, Capitulo 1).

Figura 107 - Estruturas dos acidos molico e quadrangularico.

acido molico acido quadrangularico

Referéncia: Facundo e colaboradores (1993); Pegel; Rogers (1976)

A diferenca observada entre essas duas saponinas inéditas, diz
respeito & orientacdo do grupamento hidroxila na posi¢cdo 1 do nucleo
cicloartano. Essa pequena diferenca dificulta a separagdo cromatografica
dessas substancias, em especial por CCD, na qual ambas apresentam Rf
muito semelhantes. O isolamento foi obtido apenas por CLAE em modo
preparativo. A diferencga estrutural foi observada somente apds analise
detalhada dos espectros de correlagio de RMN, observando-se os
valores de carbono e hidrogénios principalmente do anel A do nucleo
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cicloartano, assim como dos valores dos hidrogénios na posi¢do 19 do
grupamento ciclopropano. Todavia, necessitam-se analises mais
detalhadas para a confirmag@o da configuracdo deste grupamento. Nesse
sentido, espectros de NOESY serdo realizados.

A constatagdo de certa similaridade quimica entre os extratos
aquoso das espécies P. quadrangularis e P. alata, em virtude
principalmente das saponinas, ¢ somado ao fato da morfologia das
folhas e flores dessas espécies também serem bastante semelhantes,
suscitaram o interesse na realizagdo de uma andalise quimica comparativa
entre essas espécies.

Até o presente momento, havia inclusive alguns trabalhos na
literatura que davam margem a incertezas quanto as composigdes
quimicas dessas espécies, conforme discutido no Capitulo 5. Sendo
assim, com base nos resultados previamente descritos, foi elaborada
uma publicacdo na qual foram sugeridos os flavonoides C-glicosideos
majoritarios como marcadores quimicos na diferenciacdo destas
espécies. Esses resultados sdo relevantes, ja que representam um dado
importante na caracterizagdo quimica de espécies de Passiflora nativas
da América do Sul, contribuindo para a padronizagdo de extrativos
vegetais que contenham estas espécies como componentes ativos.

A presenca de alcaloides em espécies de Passiflora tem sido
investigada desde a década de 70, devido ao interesse em determinar o
papel desses compostos nas atividades farmacologicas sobre o SNC.
Alguns trabalhos neste periodo descreveram a presenca de alcaloides em
diversas partes do vegetal, nas espécies P. incarnata (POETHKE et al.,
1970) e para P. edulis (LUTOMSKI; MALEK, 1975; LUTOMSKI,
MALEK; RYBACKA, 1975).

Como citado anteriormente no Capitulo 1, estudos
neurofarmacolégicos recentes com alcaloides do tipo harmano
demonstraram que os mesmos possuem acdo estimulante do SNC, pela
inibicdo da monoamina oxidase (MAO), e ndo atividade sedativa
(HARRAIZ et al., 2010; HERRAIZ; CHAPARRO, 2005; McKENNA,
2004). Adicionalmente a esse fato, analises quimicas realizadas com
espécies de Passiflora, utilizando com metodologias mais sensiveis e
robustas (como CLAE), ndo detectaram a presencga desses alcaloides em
concentrag¢des superiores a 0,1 ppm (GRICE; FERREIRA; GRIFFITHS,
2001; REHWALD; STICHER; MEIER, 1995; SANTOS et al., 2006).
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Todavia, a ndo deteccdo desses alcaloides em concentragdes
consideraveis ndo significa que ndo poderiam estar presentes em outras
espécies de Passiflora. Nesse contexto, foi investigada a possivel
presenga dessa classe de metabolitos nos extratos aquosos das espécies
estudadas. Contudo, ndo foi possivel observar a presenca desses
compostos em nenhum dos extratos, analisados por diferentes técnicas
cromatograficas (CCD, CLAE e CLUE) e também eletroforéticas (EC).

Cabe destacar que nesta tese foram avaliados os possiveis teores
de alcaloides em extratos aquosos das folhas, cujo preparo nao ¢
exaustivo e ndo sofreu nenhum tipo de pré-concentragdo previamente as
analises, uma vez que se buscou mimetizar as preparagdes mais comuns
da medicina popular.

A partir da realizacdo de uma analise quantitativa, com base em
uma curva de calibracdo do alcaloide harmano, com o intuito de
determinar os limites de deteccdo dos métodos empregados, foi possivel
constatar a auséncia de alcaloides em concentragdo superior a 0,0187
pg/mL (=0,0187 ppm) nos extratos aquosos das espécies citadas
conforme foram preparados (Figura 108).

Figura 108 - Cromatograma do extrato aquoso de P. tripartita var.
mollissima por CLUE, com e sem a adi¢do do padrdo de harmano.

P tripartita var.
\ mollissima

N
\
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Fonte: autor.
A: extrato aquoso bruto com adi¢do de padrdo; B: extrato aquoso bruto
sem adi¢do de padrdo. *: harmano (0,125 pg/mL).
FE: coluna C18 (100 x 2,9 mm; 1,8 pm i.d.); FM: fosfato dibasico de
sodio (50mM, pH 8,0):MeOH:ACN; fluxo: 0,2 mL/min; detec¢do: 245
nm.
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Em relagdo as andlises de aminoacidos, por meio de CCD dos
extratos aquosos das folhas comparativa com padrdes de aminoacidos
proteicos foi possivel verificar a presenga de prolina, acido glutamico e
acido y-aminobutirico em todas as espécies analisadas. J4 alanina,
entretanto, foi observada apenas para o extrato de P. quadrangularis.

Para as analises dos aminoacidos presentes nos extratos aquosos
também foram realizadas analises preliminares por EC. Foram avaliadas
duas metodologias distintas, em ambas utilizando detec¢do UV, sem a
necessidade de derivatizagdo prévia da amostra.

Descrevendo sucintamente, a primeira metodologia (JIANG et
al., 2009) emprega como eletrélito de corrida uma solucdo de sulfato de
cobre (50 mmol L', com 0,05% acido acético, pH 4,5). A presenca do
cobre em solugdo promove uma complexagdo desse cation com os
aminoacidos presentes na amostra, ocasionado um pré-concentragdo do
analito on-line, denominada, em inglés, ‘coordination sweeping’. Esse
efeito promove um aumento na absortividade dos aminoacidos,
permitindo sua deteccdo direta por UV, inclusive para aqueles que ndo
possuem grupos cromoéforos. J& a segunda metodologia (TAK;
SOMSEN; JONG, 2011) utiliza como eletrdlito o acido formico (1 mol
L", pH 1,8), seguido de uma ‘jungdo dindmica de pH’, por meio da
injecdo de hidroxido de aménio previamente a inje¢ao da amostra, o que
ocasiona uma maior absortividade dos aminodcidos. Nas andlises
preliminares realizadas com esses métodos, ndo foi obtida a reprodugéo
dos resultados dos autores, embora o uso do acido foérmico como
eletrolito tenha mostrado resultados mais promissores. Esses resultados,
entretanto, ndo sdo apresentados nesta tese, pois ainda sdo necessarios
ajustes dessas metodologias ou ainda desenvolvimento de novas para
alcangar resultados conclusivos.

O conjunto de resultados obtidos nesta tese vem a contribuir
para o conhecimento quimico de espécies de Passiflora nativas da
América do Sul, ao apresentar diferentes metodologias analiticas para a
caracterizacdo desses extrativos vegetais, sugerir potenciais marcadores
quimicos, e também identificar novos constituintes quimicos destas
espécies, em especial, flavonoides em P. quadrangularis e P. bogotensis
e saponinas em P. quadrangularis. Além das publicagdes anexadas a
tese, outras publicagdes serdo elaboradas com bases nos resultados
obtidos e apresentados nos capitulos 2, 3 e 4.
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A partir da investigacdo realizada varios aspectos adicionais
surgiram e que nao puderam ser abordadas no ambito deste trabalho de
doutorado e que serdo abordadas em investigagdes futuras:

As folhas das espécies P. quadrangularis e P. alata possuem
uma grande diversidade de saponinas, sendo que a identificacdo de
novas substdncias para essas espécies ainda se faz possivel.
Adicionalmente, ensaios farmacoldgicos com essa classe de compostos,
inclusive ensaios toxicoldgicos, sdo oportunos, visto que estudos
recentes veem demonstrando esses efeitos para os extratos aquosos de P.
alata (Capitulo 1).

A espécie P. bogotensis, cujos resultados obtidos nesta tese
contribuem com o conhecimento quimico dessa espécie, ainda carece de
estudos farmacologicos. A realizacdo desses ensaios, inclusive de seus
possiveis efeitos sobre o SNC, se mostra interessante e necessaria, para
que também haja um aporte em relagdo as suas potenciais atividades
farmacolégicas.

P. tripartita var. mollissima possui grande importancia, visto
que, além de se tratar de uma das espécies de Passiflora mais
representativas da Coldmbia ha produtos farmacé€uticos, aprovados pelo
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos e Alimentos da
Coloémbia (INVIMA, 2009), que contém extrato das folhas dessa espécie
para uso como sedativo e hipnotico. Nesse sentido, a caracterizagdo
quimica e farmacologica dos extratos das folhas dessa espécie ¢ de
grande relevancia farmacéutica.

Nossos resultados mostraram a grande diversidade de
flavonoides C-glicosideos no extrato aquoso das folhas dessa espécie,
em concordancia com trabalho recém-publicado, que descreveu diversos
flavonoides para os frutos dessa espécie (SIMIRGIOTIS et al., 2013).
Entretanto, as avaliagdes neurofarmacologicas realizadas até o presente
momento ndo apontaram atividades sedativas ou hipnoticas para o
extrato aquoso utilizado nesta tese. Desse modo, novas avaliagdes estdo
em andamento com extratos preparados de modo similar
(hidroetanoélico) ao empregado como matéria prima em medicamentos
fitoterapicos. Para esse extrato também serdo realizadas analises de
caracterizagdes quimicas, com base em métodos desenvolvidos nesta
tese.

Parte desses trabalhos aqui apresentados como perspectivas
tendem a ser realizados brevemente em um programa de investigacio
intitulado RITFRUTBIO, recentemente aprovado por 6rgdo de fomento
colombiano (COLCIENCIAS), junto a Universidad Nacional de
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Colombia, e que comtempla uma bolsa de po6s-doutorado inserida no
subprojeto Caracterizacion metabdlica, de la actividad biologica y
funcional de especies frutales tropicales, coordenado pelo Prof. Dr.
Freddy Alejandro Ramos.
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CONCLUSOES GERAIS

e Flavonoides C-glicosideos foram observados em todas as espécies
analisadas, com um perfil distinto para cada espécie, visualizado
tanto por técnicas cromatograficas quanto por eletroforéticas. P.
tripartita var. mollissima foi a espécie que apresentou o perfil de
flavonoides C-glicosideos mais complexo.

e Nas folhas das espécies de Passiflora, as analises iniciais
comparativas com padrdes disponiveis no laboratério permitiram
detectar os seguintes flavonoides C-glicosideos:

P. alata: orientina, isovitexina e vitexina-2’’-O-ramnosideo;

P. quadrangularis: vitexina

P. bogotensis: isoorientina e isovitexina

o O O O

P. tripartita var. mollissima: isoorientina, orientina, vitexina,

swertisina, 4’-O-metil-8-C-(6"’-acetil)-glicopiranosil-luteolina

e A partir do extrato aquoso bruto das folhas de P. quadrangularis
foram isolados e identificados quatro flavonoides glicosilados: 2°’-
O-xilosil-vitexina, 2’’-O-glicosil-vitexina, 2’’-O-xilosil-orientina,
2’’-O-glicosil-orientina.

e Do extrato aquoso bruto das folhas de P. bogotensis foram isolados
seis flavonoides glicosilados: isovitexina, isoorientina, 2’’-O-
ramnosil-isovitexina e 2’’-O-ramnosil-isoorientina, além de dois
O-acil-C-glicosilflavonoides  inéditos:  6-C-a-L-ramnopiranosil-
(122)-(6"’-O-acetil)-p-D-glicopiranosil-apigenina e  6-C-a-L-
ramnopiranosil-(1->2)-(6"’-0-acetil)-B-D-glicopiranosil-luteolina

e A presenca de saponinas foi observada nas folhas de P.
quadrangularis e P. alata. A saponina quadrangulosideo foi
identificada como a majoritaria nos extratos aquosos brutos de
ambas as espécies.

e A partir da fragdo acetato de etila das folhas de P. quadrangularis
foram isoladas trés saponinas: 3-O-B-D-glicopiranosil-1a,3(3,21,26-
tetrahidroxi-9,19-ciclolanost-24Z-eno, 3-O-B-D-glicopiranosil-
1B,3B,21,26-tetrahidroxi-9,19-ciclolanost-24Z-eno, essas descritas
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pela primeira vez na literatura, e 3-O-B-D-glicopiranosil-(1->2)-3-
O-B-D-glicopiranosideo do acido oleanolico.

Analises comparativas por CLAE-DAD dos perfis de flavonoides e
saponinas de P. quadrangularis ¢ P. alata permitiram estabelecer
potenciais marcadores quimicos, com base nos flavonoides
majoritarios das folhas de cada espécie, sendo estes identificados e
quantificados. O teor de vitexina-2’’-O-xilosideo em folhas de P.
quadrangularis foi de 29,16 = 0,11 mg/g de extrato, e o teor de
vitexina-2’’-O-ramnosideo em folhas de P. alata foi de 31,23 +
0,04 mg/g de extrato.

As andlises cromatograficas (CCD, CLAE e CLUE) e
eletroforéticas (EC) qualitativas ndo indicaram a presenga de
alcaloides do tipo harmano nos extratos aquosos brutos das
espécies analisadas neste trabalho.

Analises quantitativas permitiram afirmar que os extratos aquosos
brutos das folhas das espécies de Passiflora analisadas ndo
possuem alcaloides do tipo harmano em concentragdo superior a
0,0187 ppm.

Em relacdo a constituigdo de aminoacidos, foi observada a
presenca de prolina, acido glutdmico e acido y-aminobutirico em
todas as espécies analisadas. Para P. quadrangularis foi observada
ainda a presenca de alanina.
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