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RESUMO

Estudos tém demonstrado que além da atividade ansiolitica as espécies Passiflora edulis e
Passiflora mucronata tém apresentado atividade cicatrizante significativa. No género
Passiflora os flavonoides comumente encontrados séo flavonas do tipo C-glicosiladas os
quais possuem atividade bioldégica e sdo de interesse quimiotaxondmico. O presente
trabalho teve por objetivos isolar, quantificar e identificar flavonoides presentes no extrato
bruto de Passiflora mucronata para utiliza-los como marcadores quimicos. Além de
incorporar o extrato bruto de P. mucronata a uma formulacdo semissoélida e testar a acéo
cicatrizante dessa formulacdo. As amostras foram analisadas por CLAE-DAD, utilizando
coluna de fase reversa C-18 e um gradiente de solventes, agua ultrapura acidificada (pH 3,2
ajustado com acido fosférico) como solvente A e acetonitrila como solvente B (2 %, 18 %, 20
%, 22 % e 100 %). A elucidacéo estrutural do composto isolado foi feita atraveés da analise
de *H-RMN, *C-RMN, HMBC, HSQC, COSY e comparacdo com dados obtidos da literatura.
No ensaio biolégico foram utilizados 17 ratos da linhagem Wistar, os quais foram divididos
em trés grupos com n>4 cada em: grupo 1 ndo tratado, grupo 2 tratado com gel nédo iénico
sem extrato bruto de P. mucronata e grupo 3 tratado com gel ndo ibnico contendo extrato
bruto de P. mucronata. A aplicacdo diaria das formulagcbes semissolidas foi realizada sobre
ferida padronizada de 1 cm? na regido dorsal de cada animal. A avaliacdo da ferida foi feita
por meio de fotografias adquiridas em 1, 3, 7, 10 e 14 dias ap0s a cirurgia e a area da ferida
aberta calculada por meio do programa ImageJ, ensaio aprovado pela Comiss&o de Etica no
uso de Animais do CCS-UFRJ (MACAE 003). Ao comparar os resultados obtidos com os
dados da literatura, verificou-se que o composto isolado da fragdo acetato de etila de P.
mucronata € a flavona isoorientina. Apds avaliar os resultados obtidos da atividade
cicatrizante frente as formulacdes semissolidas testadas em feridas cutdneas de ratos
Wistar, evidenciou-se a partir do dia 7°, a area da ferida do grupo 3 apresentou uma reducao
significativa quando comparada ao grupo 1. No dia 10° de pos-operatério, essa reducéo
significativa promovida por esse grupo tratado com Passiflora continuou evidente quando
comparado ao grupo 1, podendo inferir uma melhora no processo de cicatrizagdo, em
especial, na fase de fibroplasia, visto que entre 0 7° e 14° dia correspondem ao periodo de
fibroplasia da cicatrizagdo, com presenca dos fibroblastos e miofibroblastos.

Palavras-chave: Passiflora mucronata; CLAE; formulacéo; flavonoides; isoorientina; RMN.



1. INTRODUCAO
1.1. Restinga de Jurubatiba

A regido Sudeste possui 26 Unidades de Conservacao de Protecdo Integral,
sendo 12 (46,1% do total) Parques Nacionais, que representam 23% do total de
Parques Nacionais existentes no territério brasileiro. Entre os biomas protegidos
tem-se a Mata Atlantica, os Campos Sulinos e os Ecoétonos Cerrado-Caatinga
(BRASIL, 2007).

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) localizado no Estado
do Rio de Janeiro possui uma vegetacdo, como o proprio nome sugere de restinga.
De acordo com a Resolugdo CONAMA, n° 7, de 23 de julho de 1996, entende-se por
vegetacdo de restinga o conjunto das comunidades vegetais, fisionomicamente
distintas, sob influéncia marinha e fluvio-marinha. Essas comunidades, distribuidas
em mosaico, ocorrem em areas de grande diversidade ecologica, sendo
consideradas comunidades edéficas por dependerem mais da natureza do solo que
do clima. Esse tipo de vegetacdo se forma em praias, cordfes arenosos, dunas e
depressdes. Geograficamente, as restingas se distribuem ao longo do litoral
brasileiro que possui aproximadamente 9.000 km de extens&o, ndo ocorrendo de
forma continua, mas em pontos especificos. Exemplos de Estados brasileiros onde é
possivel encontrar esse tipo de formacdo vegetacional é Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Alagoas, Sergipe, Bahia, entre outros (SILVA, 1999; BRASIL,
2012; FARIAS et al., 2013). A grande diversidade de ecossistemas e areas naturais
caracteristicas do Brasil faz como que este seja um pais detentor de cerca de 10 a
20% do total de espécies descritas no mundo (BRASIL, 2007). No entanto, estima-
se gue ainda ha trés milhdes de espécies a serem descritas, sendo que muitas
desaparecem antes e outras tém grande parte de sua variabilidade genética
comprometida. As principais causas de diminuicdo da biodiversidade relacionam-se
a urbanizacéo, contaminacéo, uso exaustivo dos recursos naturais, industrializacao
e a exploragdo turistica de forma insustentavel (MORAIS, 2009). Com isso, visando
assegurar a continuidade dos processos mantenedores da biodiversidade, o Brasil e
outros paises no mundo todo, utilizam-se dos instrumentos de conservacgao in situ,
ou seja, estabelece a criacao de espacos naturais sob protecdo (BERSUSAN, 2002).

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (Figura 1) é uma unidade de

conservagao federal administrado pelo Instituto Chico Mendes, desde 29 de abril de



1998, com objetivo de conservar e preservar, para fins cientificos, educacionais,
paisagisticos e recreativos (BRASIL, 1998). Esse rico e belo patriménio natural
localizado ao longo do litoral nordeste do Estado do Rio de Janeiro, que engloba
areas do municipio de Macaé (1%), Carapebus (34%) e Quissama (65%), possui 17
lagoas costeiras e uma extensao territorial de 14.860 hectares (Figura 2). Além
disso, apresenta diversas espécies de fauna e floras brasileiras associadas ao
Bioma da Mata Atlantica (VAINER, 2010).

Figura 1: Representacdo de uma pequena amostra de parte do PNRJ.

(Fonte: www.ururau.com.br/cidades52603)
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Conceigio
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Figura 2: Distribuicdo geogréafica do PNRJ.

Nos ultimos anos, o Parque tornou-se uma das mais bem estudadas por¢des
do litoral brasileiro, com a atuacao de instituicbes e centros de pesquisa nacionais,
como a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Universidade Federal
Fluminense (UFF) e o Nucleo de Pesquisas Ecolégicas e Socio-Ambientais de
Macaé (NUPEM), entre outras instituicbes publicas. Afinal, o PNRJ foi considerado,
desde 1999, pelo Ministério da Ciéncia e da Tecnologia/Conselho Nacional de

Pesquisa, area prioritaria para sediar um sitio do Programa de Pesquisas Ecoldgicas
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de Longa Duracao (PELD-Sitio 5). A partir disso, diversas pesquisas cientificas vém
sendo desenvolvidas no Parque por um numero crescente de instituicbes de
pesquisa do exterior também, em parceria com o NUPEM/UFRJ. Entre estas
entidades, podem ser destacadas a University of Lund (Suécia), a University of
Kalmar (Suécia), a University of Minnesota (EUA), a University of Florida (EUA) e a
University of Munich (Alemanha) (BRASIL, 2007). Com a atuac&o de pesquisadores
botanicos responsaveis por identificar e registrar as exsicatas em herbarios foi
possivel identificar diversas familias de plantas localizadas na Restinga de
Jurubatiba, por exemplo, Polypodiaceae, Pteridaceae, Thelypteridaceae,
Lycopodiaceae, Gleicheniaceae, Blechnaceae (SANTOS et al., 2004),
Passifloraceae (BOSCOLO et al., 2007), entre outras.

1.2. Familia Passifloraceae

A familia Passifloraceae destaca-se entre 0s principais grupos vegetais
nativos utilizados na medicina popular brasileira e a mesma é dividida em duas
tribos, Paropsieae e Passiflorieae. Sendo essa ultima representada no continente
latino-americano por quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast.,
Mitostemma Mast. e Passiflora L. (CERVI, 2005). Segundo Strasser (2011) esta
familia engloba aproximadamente 23 géneros e 600 espécies distribuidas
majoritariamente em regides tropicais e subtropicais, sendo que 120 dessas
espécies ocorrem no Brasil e 38 apenas no Estado de Sdo Paulo. Entretanto,
espécies silvestres dessa familia podem ser encontradas na india Ocidental,
Galdpagos, Australia, Sudeste Asiatico, Malasia, Filipinas, Polinésia e em algumas
ilhas do Oceano Pacifico (VANDERPLANK, 2000) e ainda algumas espécies de
clima temperado nas Ameéricas, sul da China e Nova Zelandia (FEUILLET &
MACDOUGAL, 2007). Os géneros que compdem a familia Passifloraceae com o
maior niamero de espécies sao Passiflora e Adenia com cerca de 400 e 100
espécies, respectivamente (VILLAS-BOAS, 2007). A familia abrange espécies
trepadeiras herbaceas a arbustos, e até mesmo arvores lenhosas. E conhecida por
apresentar estipulas, as quais sdo ramos modificados, além disso, possuem flores
isolados e axilares, hermafroditas, pentameras, com pétalas e sépalas alternando
entre si, com presenca de filamentos de corona, opérculo, androginéforo, 5 estames,

anteras dorso fixas, 6vulos numerosos, placentacao perietal, 3-4 estiletes, estigmas



captados, orbiculares ou reniformes que permitem a caracterizacdo da familia
(NUNES & QUEIROZ, 2006).

1.3. Género Passiflora

O nome Passiflora é atribuido ao significado mistico das caracteristicas fisicas
de suas flores, nas quais os escritores do século XVI interpretaram suas diferentes
partes como representando os simbolos da Paixdo de Cristo. O nome Passiflora
provém do latim “passio”, o equivalente a paixao e “flos oris” o equivalente a flor. Por
essa razao, esses vegetais sdo conhecidos na Europa e América do Norte como
flor-da-paixdo (VILLAS-BOAS, 2007; STRASSER, 2011; LESSA, 2011).

Os frutos das espécies de Passiflora sdo conhecidos popularmente no Brasil
como maracujas, denominacgéo indigena de origem tupi que significa “alimento em
forma de cuia” (SIEBRA, 2013). Dentre as centenas de espécies do género
Passiflora, Coppens D'eeckenbrugge (2003) relatou 81 que produzem frutos
comestiveis. No entanto, deste total, apenas algumas espécies alcancaram o cultivo
com fins comerciais. Entre estas espécies destacam-se a Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg. (Figura 3A), conhecida popularmente como “maracujazeiro amarelo”
e Passiflora alata Curtis (Figura 3B), ou “maracujazeiro doce” (STRASSER, 2011).
Além dessas duas espécies, had também a espécie Passiflora incarnata (Figura 3C)
bastante utilizada pelas industrias de medicamentos como fitoterpico para fins
ansioliticos, sedativos, diurético e analgésico. Dentre as espécies, a P. incarnata € a
espécie mais estudada, e inscrita nas Farmacopeias Europeia (2005), Britanica
(2005), Francesa (1965) e Suica (1971), entre outras (BERALDO & KATO, 2010).

Figura 3: llustracéo das flores e frutos das espécies P. edulis (A), P. alata (B) e P. incarnata
(C). (Fonte: https://www.google.com.br/; palavras-chave: “Passiflora incarnata e fruto”; “Passiflora

alata e fruto” e “Passiflora edulis e fruto”; http://emplastrum.blogspot.com.br/2013/02/passiflora.html)
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O Brasil € o maior produtor de maracuja, apresentando producao de 684 mil
toneladas numa 4&rea aproximada de 48.700 hm? O cultivo deve-se as
caracteristicas alimenticias, medicinais e ornamentais que apresenta (DE ARRUDA,
2013). Segundo Coérdova e colaboradores (2005), vinte e seis Estados brasileiros
cultivam o maracuja, sendo que dez desses respondem por mais de 40% do volume
de producéo, entre 0s quais encontram-se os Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Bahia, Pernambuco e Alagoas. Essa ampla utlizacdo e cultivo podem ser
justificados pelo seu consumo no preparo de sucos e outros produtos alimenticios,
tais como sorvetes, sobremesas, bebidas alcodlicas; produtos cosméticos, entre
outros, e ao uso popular tradicional, tanto do suco quanto do cha preparado a partir
das folhas para o tratamento de insénia, irritabilidade, inquietacdo, entre outros
sintomas relacionados a agitacdo psicomotora (DE ARRUDA, 2013). De modo
geral, essas e outras propriedades medicinais observadas em plantas ocorrem
devido a presenca de constituintes quimicos nas folhas, flores, raizes ou caules das
plantas, por exemplo, alcaloides, flavonoides, saponinas, glicosideos, taninos,
cumarinas, entre outros. Sabe-se que as plantas produzem essas substancias
quimicas como metabdlito secundario para fins de defesa contra patégenos e
herbivoros, para atrair animais polinizadores e dispersores de sementes, ou quando
as condi¢cdes ambientais ndo sdo adequadas para o seu desenvolvido, entre outras
finalidades (GOSMANN et al., 2011).

A Tabela 1 a seguir apresenta algumas informagdes encontradas na literatura
quanto a forma de uso e indicagdo terapéutica. Entretanto, vale ressaltar que apenas
trés (P. alata, P. edulis e P. incarnata) das sete espécies citadas abaixo se
encontram no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2011) o qual
reune informacbes de orientacdo para preparacbes extemporaneas de plantas
medicinais listadas na Farmacopeia Brasileira, bem como, adverténcias, indicacoes,
modo de usar e nomenclatura popular. As informacdes sobre a espécie P. cincinnata
foi citado por Siebra (2013) em seu trabalho, no entanto, essas informacdes advém
de levantamentos etnofarmacologicos. Enquanto que as informacdes obtidas das
demais espécies foram obtidas de trabalhos recentes os quais tém indicado essas
possiveis acdes terapéuticas frente aos extratos testados em ratos, no entanto, faz-
se necessario realizar mais estudos de forma a garantir eficicia, qualidade e

seguranca ao usuario.



Tabela 1: Informac¢bes quanto ao modo de uso e indicacdo terapéutica de sete espécies do género

Passiflora.

Nome botanico

Formas de uso

Indicagéo
terapéutica

Referéncias
bibliograficas

Passiflora Extrato Ansiolitico LOLLI et al,
actinia 2007.
Passiflora Infuso (folhas) Ansiolitico e BRASIL, 2011.
alata sedativo leve
Passiflora Infuso Sedativo FELIU-
caerulea HEMMELMANN
et al., 2013.
Passiflora Infuso Inflamacdes, SIEBRA, 2013.
cincinnata (toda planta) ansiolitico,
antigripal,
hipotensivo,
sedativo
Passiflora Infuso (folhas) Ansiolitico e BRASIL, 2011.
edulis sedativo leve
Passiflora Infuso, tintura, Ansiolitico e BRASIL, 2006 e
incarnata extrato sedativo leve BRASIL, 2011.
Passiflora Extrato hidro- Ansiolitico DE CASTRO et

guadrangularis

alcodlico

al., 2007.

Quimicamente, estudos com diversas espécies do género Passiflora
evidenciam, principalmente, a presenca de flavonoides e alcaloides (MULLER,
2006). Entretanto, € possivel encontrar outros constituintes quimicos como
cumarinas, acidos fendlicos, saponinas, taninos, lignanas, esteroides, acidos graxos,
heterosideos cianogénicos, aminoacidos, maltol, alcaloides indodlicos (harmana,
harmol, harmina e seus derivados di-hidrogenados) além dos inimeros flavonoides
(BARBOSA, 2006; MULLER, 2006). Os estudos fitoquimicos para investigar a
presenca de alcaloides inddlicos do tipo haméanico nas espécies desse género tinha
uma for¢ca maior até meados da década de 60, onde ensaios farmacologicos com

alcaloides harmanicos permitiram relatar varios efeitos relacionados ao sistema



nervoso central como alucinacdes, tremores e convulsdes cronicas inibicdo da
monoamino oxidase; além de propriedades estimulantes, anti-helmintica,
antitripanosémica e antileishmania. Com o passar dos anos houve uma mudanca de
enfoque rumo ao estudo de compostos de natureza flavonoidica sem, entretanto,
ocorrer fato que justificasse este direcionamento (STRASSER, 2011). De acordo
com Pereira e colaboradores (2004) os flavonoides C-glicosilados séo os
constituintes quimicos mais citados na literatura para as espécies do género
Passiflora. Embora esses metabdlitos secundérios apresentem uma vasta
distribuicdo nesse género, diferencas qualitativas e quantitativas foram relatadas nas
espécies de P. alata, P. edulis Sims e P. caerulea L. para essa classe de composto
(PEREIRA et al., 2004).

A Tabela 2 abaixo retne algumas espécies do género Passiflora bem como,
0s constituintes detectados nessas espécies, como se pode observar, algumas
espécies tém sido mais estudadas do que outras quanto ao seu aspecto fitoquimico.

Tabela 2: Constituintes quimicos encontrados em espécies do género Passiflora.

Espécies Constituintes quimicos Referéncias

bibliograficas

Passiflora actinia  Flavonoide (isovitexina)  VILLAS-BOAS,
2007.
Flavonoides (vitexina, GOSMANN et al.,,
isovitexina, orientina, iso- 2011;
Passiflora alata orientina); saponinas; BARBOSA, 2006.
alcaloides B-carbolinicos.
Flavonoides, glicosideos GOSMANN et al.,
Passiflora caerulea cianogénicos, acidos 2011.
graxos e antocianinas.
Taninos condensados, SIEBRA et al., 2014;
Passiflora cincinnata flavonas, flavonois, ROCHA, 2011.
flavononois, chalconas,
auroras, flavanonas,
leucoantocianidina,
catequinas, alcaloides e

flobacénicos; B-caroteno




e antocianinas.
Glicosideos passiflorina,
glicosideos cianogénicos,

flavonoides derivados C-

GOSMANN et
2011;
BARBOSA, 2006;

al.,

glicosideos e O- MADOGLIO, 2011;
Passiflora edulis glicosideos, compostos MULLER, 2006.
fendlicos, carotenoides,

antocianinas,
aminoacidos, acucares;

terpenos, alcaloide.

NICOLETTI et

Alcaloides derivados do al.,

indol, como hamana, 2007;

harmina; flavonoides MADOGLIO, 2011.

como vitexina,
Passifloraincarnata isovitexina; Oleo

essencial, glicosideos

cianogénicos, maltol,

carboidratos,

aminoacidos.

Flavonoides, saponinas, SAKALEM et al.,

Passiflora alcaloides, glicosideos 2012;

VILLAS-BOAS,2007;
MULLER, 2006;
GOMES, 2013.

guadrangularis cianogénicos (prunasina

e samburigrina).

Todavia, a busca por se estudar espécies de plantas e isolar os seus
constituintes quimicos ndo se resumem em apenas entender o motivo pelo qual
essas plantas produzem essas substancias oriundas de seu metabolismo
secundario. Mas, porque 0os mesmos sao de interesse econdmico devido as suas
diferentes propriedades terapéuticas. Afinal, ensaios biolégicos usando combinacdes
isoladas mostraram que os flavonoides apresentam uma grande acao sobre o0s
sistemas bioldgicos demostrando efeitos antimicrobianos, antiviral, anti-ulcerogénico,
citotoxico, antineoplasico, antioxidante,

anti-hepatotoxico, anti-hipertensivo,



hipolipidémico, anti-inflamatoério, antiplaquetéario; além de aumentar a permeabilidade
capilar, inibir exsudacéo proteica e migracao de leucocitos (MACHADO et al., 2008).

Entre os farmacos utilizados na clinica terapéutica derivados do metabolismo
secundario de plantas estdo o taxol (antitumoral), arglabina (antitumoral),
artemisinina (antimalarico), forskolina (bronco- e vasodilatador) e plaunotol
(antitlcera) (LAGE, 2011). De fato, esses farmacos inovadores sdo a for¢ca motriz
gue impulsiona os pesquisadores a investigarem novos compostos com atividade
farmacoldgica a partir de fontes naturais. A razdo dessa afirmacdo pode ser
facilmente comprovada quando se analisa os valores que movem o0 mercado e 0
namero de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos
naturais. De acordo com Calixto (2003) o mercado mundial do grupo de drogas de
origem natural atinge varios bilhbes de dolares. Estima-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes
naturais, sendo 25% de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais.
Somente no periodo entre 1983 e 1994, das 520 drogas aprovadas pela agéncia
americana de controle de medicamentos e alimentos (FDA), 220 (39%) foram
desenvolvidas a partir de produtos naturais. Além disso, a vantagem de produzir um
fitomedicamento ao invés de desenvolver um novo medicamento sintético é que este
altimo envolve vultosas somas de recursos (cerca de US$ 350 milhdes a US$ 800
milhdes) e cerca de 10 a 15 anos de pesquisa, enquanto os fitomedicamentos
requerem muito menos recursos, e também menor tempo de pesquisa (CALIXTO,
2003).

1.3.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de produtos naturais amplamente distribuidos
no reino vegetal. Afinal, os flavonoides desempenham funcbes importantes nas
plantas, entre elas, pode-se citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta,
protecdo contra micro-organismos patogénicos, acado antioxidante, acdo alelopatica
e inibicdo enzimatica (KARAM et al., 2013). Esse metabolito secundario pode ser
encontrado em todas as partes das plantas, desde raizes até as flores e frutos,
entretanto, a concentracdo pode variar dependendo do 6rgédo vegetal em que se
encontra. Além disso, podem ocorrer nas formas livre (aglicona) ou ligados a

acucares (glicosideos) (YAO et al., 2004).
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Do ponto de vista quimico, os flavonoides constituem substancias arométicas
contendo 15 &tomos de carbono no seu esqueleto béasico. Este grupo de compostos
polifendlicos apresenta uma estrutura caracterizada por dois anéis aromaticos (A e
B) e um heterociclo oxigenado (anel C), formando um sistema Cg-C3-Cg (Figura 4).
Outro aspecto estrutural comum é a ligacdo de dois grupos fenila a uma cadeia de
trés carbonos, isto €, derivados difenilpropapéanicos. O esqueleto C;s dos flavonoides
€ biogeneticamente derivado do fenilpropano (Ces-C3) e trés unidade de acetato (Ceg).
Portanto, os flavonoides sdo compostos de biossintese mista, ou seja, derivados de
benzo-gama-pirona de origem vegetal (ALMEIDA et al., 2013; DOS SANTOS, 2010).

Figura 4: Estrutura quimica base de nucleos das classes dos flavonoides.
(Fonte: ALMEIDA et al., 2013)

A classe flavonoidica engloba diferentes subgrupos, entre o0s quais
compreendem-se as flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas, flavanonais,
antocianidinas, flavanas, auroras. Entre estes grupos, as flavonas sdo os compostos
mais abundantes, e as auroras constituem 0sS mais raros, existindo
aproximadamente 25 compostos desta classe. As diferencas individuais dentro de
cada grupo resultam de uma variacdo no numero e posicdo dos grupamentos
hidroxilas, por modificacdo nos nucleos e pelo grau de metilagédo e glicosilagéo. Isso
porque na biossintese desses subgrupos, os mesmos podem sofrer varias
modificacdes mediadas por reacdes de adicdo ou reducao, hidroxilacdo, metilagao
de grupos hidroxilas ou do nudcleo dos flavonoides, dimerizagdo (produzindo
biflavonoides), glicosilagdo de grupos hidroxila (produzindo O-glicosideos) ou em
algum nucleo carbonico (produzindo C-glicosideos) (WILHELM-FILHO et al., 2001;
LAGE, 2011). A Tabela 3 a seguir apresenta a estrutura quimica de algumas sub-

classes dos flavonoides e exemplos de flavonoides.
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Tabela 3: Estrutura quimica de alguns flavonoides de ocorréncia natural em plantas.(Adaptado,

Fonte: MACHADO et al., 2008)
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A biossintese dos flavonoides ocorre por uma via mista, a via do &cido
chiquimico e a do acetato. O 4cido chiquimico € o precursor do composto inicial da
sintese dos flavonoides, a fenilalanina. Este aminoacido aromatico depois de
desaminado pela fenilalanina-amonia-liase (PAL) produz acido cinamico que por
acdo da 4-hidroxilase cinamato é convertido em &cido p-cumarico. Estas duas
enzimas estdo associadas, o acido cindmico ndo é libertado pela PAL, mas sim,
transferido diretamente para o centro ativo da segunda enzima. Posteriormente,
ocorre a adicdao da CoA, catalisada pelo p-cumarato-CoA liase, originando a p-
cumaroil-CoA, que ao reagir com trés moléculas de malonil-CoA forma a naringenina
chalcona. Esta reacdo é catalisada pela chalcona sintetase. Finalmente, ocorre a
ciclizacdo do anel C, catalisada pela chalcona isomerase, para formar a naringenina
que por fim origina a hispidulina, por meio de metoxilagdo. Desta forma, nos
flavonoides, o anel A é formado via acetato enquanto o B resulta da via chiquimato e
os trés atomos de carbono que ligam o anel A ao B derivam do fosfoenopiruvato
(MARQUES, 2008; KARAM et al., 2013).

No género Passiflora os flavonoides comumente encontrados séo do tipo C-
glicosilados o0s quais possuem atividade biolégica e sdo de interesse
quimiotaxonémico, sendo frequentemente utilizados como marcadores quimicos nas
analises de medicamentos fitoterapicos. Esses flavonoides C-glicosilados sé&o
menos sollveis em acetato de etila do que as agliconas de flavonas e podem
permanecer na fase aquosa apoés hidrélise (PEREIRA & VILEGAS, 2000).

Muller (2006) cita em seu trabalho que estudos feitos por Oga e
colaboradores (1984) verificou a presenca dos flavonoides orientina, isoorientina,
vitexina, isovitexina e rutina na espécie P. alata através da técnica de CCD. Além
disso, cita também que apds Freitas (1985) analisar os flavonoides glicosilados de P.
incarnata, P. edulis, P. alata e P. quadrangularis, através de CCD, notou-se a
presenca de quatro flavonoides principais nestas espécies identificados como:
vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina (Figura 5). Com relac&o aos flavonoides
detectados com maior frequéncia no género Passiflora observou-se a orientina,
homo-orientina, isovitexina, vitexina, schaftosideo e swertisina (MULLER, 2006).
Vale ressaltar que a diferenca de dados em relacédo a deteccéao de flavonoides nas
espécies de Passiflora pode variar devido as metodologias aplicadas, os 6rgaos

empregados na analise, a época e o local de colheita (STRASSER, 2011).



OH
Ra
HO O
R3
R1
OH )
Orientina R,=H R.,=glicose R3=OH
Isoorientina  R;=glicose Ry=H R;= OH
Vitexina R;=H R,=glicose Rs=H
Isovitexina Ri=glicose R,=H Rs=H

Figura 5: Alguns dos flavonoides encontrados nas espécies de Passiflora L.

(Fonte: STRASSER, 2011)
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1.3.2. Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos organicos nitrogenados encontrados
principalmente em plantas, mas também, em menor quantidade em micro-
organismos e animais (DEWICK, 2002). Esses metabdlitos nitrogenados
provenientes do metabolismo secundario dos seres vivos sdo na maioria das vezes
farmacologicamente ativos (DE OLIVEIRA, 2008). A Tabela 4 a seguir exemplifica

alguns alcaloides encontrados nos reinos dos seres Vivos.

Tabela 4: Alcaloides provenientes do metabolismo secundario de espécies encontradas em

diferentes reinos dos seres vivos.

Organismo
Reino Espécie Alcaloide Referéncia
Animal Moschus Muscopiridina BRUCE, 1999.
moschiferus
Vegetal Catharantus Vincristina e  GAJALAKSHMI,
roseus vimblastina 2013.
Protista Anabaena flos-  Anatoxinas FEUILLADE, 1992.
aquae
Fungi Claviceps Acido lisérgico NISHIMURA,
purpurea 2007.
Monera Vibrio 1,1,3-tris  (3- VELURI et al.,
parahaemolyticus indolil) butano 2003.

De modo geral, algumas substancias que compfem essa classe de
compostos sédo conhecidas desde a antiguidade devido aos efeitos sobre o sistema
nervoso, sendo muitas das vezes utilizadas como venenos ou alucindégenos. Por
exemplo, a execugédo do fildsofo grego Socrates, condenado a ingerir cicuta (Conium
maculatum), uma fonte do alcaloide coniina (DA SILVA, 2011). Outras civilizagoes
utilizavam a tubocurarina, um alcaloide proveniente do extrato do curare
(Chondodedron tomentosum) para o envenenamento de flechas empregadas em
cacadas e guerras. Considerando a sociedade atual, diversos alcaloides sao

utilizados de forma licita como a nicotina e ilicita como o0s entorpecentes
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comercializados pelo narcotrafico, por exemplo, o LSD (dietilamida do &cido
lisérgico) e a cocaina (DE OLIVEIRA, 2008). Os alcaloides desempenham funcdes
fisiolégicas e psicologicas em seres humanos devido a capacidade de interagirem
com neurotransmissores, como a cocaina, dopamina, propranolol, metoprolol e
nadolol (MARTINS, 2012). A aplicagdo dessas substancias em altas concentracoes
apresenta acgdo toéxica, contudo, em baixas concentracdes tem acdo terapéutica,
agindo como relaxantes musculares, tranquilizantes e analgésicos (MARTINS,
2012). O que torna um interessante objeto de estudos para prospeccdo de novos
farmacos (ATHAYDE, 2013). Nas plantas, os alcaloides apresentam funcdo de
defesa contra patdgenos, por exemplo, aumento da concentracdo de solanina em
batatas quando estas sdo atacadas por micro-organismos (DA SILVA, 2011).

Do ponto de vista quimico, os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos
que possuem um ou mais atomos de nitrogénio. Entretanto, sdo definidos como
alcaloides verdadeiros agqueles que séo derivados de amino4cidos e apresentam um
anel heterociclico com o nitrogénio. Protoalcaloides aqueles em que o nitrogénio,
derivado de um aminod&cido, ndo apresenta anel heterociclico. Enquanto que 0s
pseudoalcaloides sdo considerados compostos heterociclicos nitrogenados que nao
sao derivados de aminoécidos (SILVA, 2011). Os principais aminoacidos envolvidos
na biossintese dos alcaloides sdo ornitina, lisina, &cido nicotinico, tirosina, triptofano,
acido antranilico, niacina e histidina (ATHAYDE, 2013). A partir dos aminoacidos
alifaticos, tém-se os alcaloides pirrolidinicos e tropanicos (ornitina) e os piperidinicos
(lisina), e dos aminoacidos aromaticos, tém-se os alcaloides isoquinolinicos (tirosina)
e o0s inddlicos (triptofano) (DE OLIVEIRA, 2008). Através de reacbes de
descarboxilacdo dos aminoacidos ou a partir de intermediarios envolvidos na sintese
destes aminodcidos, os alcaloides sdo sintetizados (MARTINS, 2012). A Figura 6
redne as estruturas quimicas béasicas de alcaloides, ou seja, as estruturas de

alcaloides podem derivar dessas estruturas.
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Figura 6: Estrutura quimica basica de alcaloides.

(Fonte: http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/alcaloides/)

Os alcaloides j4 encontrados no género Passiflora sdo do tipo inddlico
simples, derivados do sistema pg-carbolina, conhecidos como alcaloides (-
carbolinicos (MULLER, 2006). Os alcaloides inddlicos apresentam um amplo
espectro de atividades farmacoldgicas, tais como analgésica, anti-inflamatoria,
bactericida, estrogénica, estimulante e depressora do sistema nervoso central,
dentre outras (DA SILVA et al., 2014). Muitos dos alcaloides [-carbolinicos sao
substituidos em C-1 por um grupo metila, como, por exemplo, harmana. Entre o
periodo de 1954 e 1956, Neu isolou o alcaloide harmana a partir de partes aéreas de
P. incarnata, e posteriormente detectou a mesma substancia nas espécies P. edulis
e P. quadrangularis. Em contrapartida, estudos realizados com P. incarnata durante
a década de 1960 detectaram, através de analises cromatogréficas e
espectroscopicas, ndao apenas harmana, mas também os alcaloides harmol,
harmalol, harmalina e harmina (Figura 7). Vale enfatizar que as contradicdes dos
dados na deteccédo de alcaloides em espécies de Passiflora publicados na literatura
podem ser justificadas pelas diferentes metodologias empregadas, 6rgdo vegetal
utilizado, a época e o local de colheita (MULLER, 2006).


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCP3r6pXuksYCFUqMDQod_5AA0w&url=http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/alcaloides/&ei=y2B_Vb3aJMqYNv-hgpgN&bvm=bv.95515949,d.cWc&psig=AFQjCNGCyfWoRGx6ETq5Xwlnr3lqpTORBA&ust=1434497599924645

17

| ﬁi‘“& i" f% |” f%ﬁr ﬂ“ﬁ
“‘m._k::;{"’“x I\lJf:HHfN HO/{M; T r.l.l’,a* MN"J"‘N
H CH, H CH,
harmana harmol
’f;::““m P /_/-’,::,:: T
/E e | ~N /[| {’f[ I| /’;‘\I
HO™ 7 ‘|~|4"’“‘ - H,C—0" ™77 N7 Y
H CH, H CH,
harmalina

harmina

Figura 7: Estrutura quimica de alcaloides encontrados em espécies do género Passiflora.
(Fonte: MULLER, 2006)

1.4. Espécie Passiflora mucronata

A espécie P. mucronata Lam. (Figura 8) é encontrada nos Estados do
Espirito Santo, Bahia e Rio de Janeiro, entre vegetacdes predominantemente
arbustivas e de restingas (PASSOS, 2007). Morfologicamente, esta espécie é uma
trepadeira herbacea, com caule delgado ndo lenhoso; volavel, que se enrosca de
maneira espiralada em torno de um suporte; com Orgdo preensor que apresenta
sensibilidade localizada na estrutura responsavel pela aderéncia ao suporte. Além
disso, possui flores brancas, fosforescentes e a sua polinizagdo é feita
principalmente por intermédio de morcegos, isso porque a abertura das flores inicia-
se no comeco da noite e permanece aberta por um curto periodo da manha o que

favorece a polinizacdo por insetos também, a floracdo é intensa e quase continua
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pelo ano todo (PASSOS, 2007; ALEXANDRE et al., 2014). Assim como as outras
espécies do género, Passiflora mucronata também possui propriedades medicinais
sedativas e calmantes sendo frequentemente utilizada na medicina popular para
tratamento de insénia. No entanto, além dessa atividade terapéutica a mesma
também é indicada para o tratamento de vermes e hemorroidas (BOSCOLO &
VALLE, 2008). Uma caracteristica agrondmica importante dessa espécie € a de ser
resistente a bacteriose nas folhas, e, altamente resistente a antracnose nos frutos e

ramos (JUNQUEIRA et al., 2005).

Figura 8: llustracdes da flor e do fruto da espécie Passiflora mucronata e do principal polinizador

dessa espécie vegetal.

(Fonte: https://lwww.google.com.br/; palavras-chave: “passiflora mucronata” e “passiflora mucronata

fruto”; http://www.cpac.embrapa.br/publico/usuarios/uploads/imagensbag/fotol1.jpg)

Vetore-Neto e colaboradores (2008) detectaram em seu estudo de triagem
fitoquimica, a presenca de flavonoides, taninos e saponinas e pela técnica de CCD
constatou-se a presenca de alcaloides em quantidade minima no extrato bruto. Além
disso, descreve que apo6s fazer o doseamento de taninos e flavonoides do extrato
hidro-etandlico a 60% obtido a partir de folhas e caules de P. mucronata, observou-
se razoavel teor de taninos (17,93%) e baixo teor de flavonoides (0,34%).

Um estudo feito por De Oliveira e colaboradores (2012) empregando a técnica
de CLAE-UV para obter o perfil cromatogréafico do extrato bruto (hidro-alcodlico 85%)
e fracOes obtidas a partir das folhas de Passiflora mucronata resultou na deteccéo
de dois picos majoritarios, os quais apresentaram espectro de UV caracteristicos de
flavonoides. ApO0s comparar 0s espectros e tempos de retencdo do extrato hidro-
alcodlico e das fragcbes obtidas pelo procedimento de parti¢cdo liquido-liquido, notou-
se gue um dos picos majoritarios observados no extrato apareceu concentrado na

fracdo acetato de etila no tempo de retencdo 18,44 minutos correspondente ao


https://www.google.com.br/
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tempo de retencdo do extrato. Posteriormente, calculou-se a quantidade em pg de
flavonoides, tendo como parametro a curva da rutina, constatando, entdo que os
flavonoides representavam 13,32% p/p do extrato (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Um ensaio também realizado por nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade
cicatrizante desse mesmo extrato bruto de P. mucronata em feridas cutaneas de
ratos Wistar e o mesmo revelou uma promissora atividade cicatrizante ao aplicar
uma dose de 0,6 mg do extrato em 1 cm? de area ferida. Visto que o tratamento com
extrato de P. mucronata teve um efeito significativo na reducédo da area da ferida
(39,7 £ 1,8%) quando comparada com os animais nao tratados (57,5 + 6,7%) a partir
do 5° dia apos a cirurgia (VENTURA et al., 2012).

Nesse contexto, o presente estudo foi desenvolvido tendo como base esses
resultados obtidos por De Oliveira e colaboradores (2012) e Ventura e colaboradores
(2012). Dessa maneira, visionou-se isolar substancias flavonoidicas presentes na
fracdo acetato de etila e incorporar esse mesmo extrato bruto de P. mucronata
testado, em uma formulacdo semissolida e testa-lo quanto a sua atividade

cicatrizante.

1.5. Forma farmacéutica semissoélida contendo extratos vegetais

Preparacdes a base de espécies vegetais sempre foram utilizadas pelo
homem a fim de sanar seus problemas de salde (BORELLA et al., 2010). A ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define medicamentos fitoterapicos na
RDC n° 14/2010, artigo 1, como sendo os medicamentos “obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas vegetais, cuja eficacia e seguranca séo validadas por
meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizacdo, documentacdes tecno-
cientificas ou evidéncias clinicas.” Além disso, ndo considera medicamento
fitoterapico aquele que inclui na sua composicdo substancias ativas isoladas,
sintéticas ou naturais, nem as associagfes dessas com extratos vegetais (BRASIL,
2010).

As preparagfes semissolidas contendo extratos vegetais sdo elaboradas a
partir da incorporacdo de matérias-primas vegetais. Na sua concepg¢do, sao
derivados extrativos vegetais, em bases hidro ou lipofiicas como cremes, géis,

pomadas e lo¢des para uso topico. Tais preparacdes abrangem desde as formas
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sélidas, como extratos secos e pds, até as liquidas, como solucdes extrativas nos
mais diversos sistemas de solventes (ADRIANO, 2009).

Embora sejam preparacdes a base de material vegetal, estes produtos devem
ser padronizados qualitativa e quantitativamente, exigindo rigoroso estudo da planta,
do plantio, das condicbes de obtencdo e da sua composi¢do. Visando evitar
possiveis alteracbes na composicdo quimica das substancias ativas, vindo a
interferir na qualidade do produto final bem como garantir ao consumidor qualidade,
seguranca e efichcia (BORELLA et al.,, 2010). Afinal, a legislacdo brasileira
considera preparacdes a base de espécies medicinais como medicamentos, ja que a
composi¢do quimica da planta € a responsavel por seus efeitos terapéuticos
(BRASIL, 2004). Entre os requisitos minimos exigidos pela legislacdo no controle de
gualidade da matéria prima vegetal e do medicamento fitoterapico é a padronizacéo
de marcadores quimicos, que sdo compostos ou classe de compostos quimicos (ex:
alcaloides, flavonoides, acidos graxos, etc.) presentes na matéria prima vegetal,
preferencialmente tendo correlacdo com o efeito terapéutico, que € utilizado como
referéncia no controle de qualidade (KLEIN et al., 2009; BRASIL, 2010).

Dentre as bases farmacéuticas para a via topica, destacam-se os géis, cuja
escolha se deve em grande parte a auséncia de substancias graxas, a tendéncia de
se espalhar facilmente com aplicacdo por pressao ou friccdo, como também darem
origem a um veiculo transparente ou translicido facilitando a validacdo do método
de analise (ADRIANO, 2009).

Pesquisas por tratamentos alternativos de uso tépico tém sido realizados
visando produtos de baixo custo, baixa toxidade e que sejam eficazes no tratamento
e cura de enfermidades. Nessa perspectiva, varios fitoterapicos usados na medicina
popular tém sido testados, alguns com resultados promissores, tais como, 0 uso de
caléndula (Calendula officinalis), maracuja (Passiflora edulis), babosa (Aloe vera),
Oleo de girassol (Helianthus annuus), papaina (Carica papaya), jaqueira (Artocarpus
heterophyllus), entre outros (GORDEIRO et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Ao considerar o contexto mundial, nos ultimos anos, tem-se observado um
grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de
plantas medicinais, visto que as plantas tém contribuido de forma bastante
significativa para a obtencdo de compostos com propriedades terapéuticas
(CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Espécies do género Passiflora tém sido estudadas quanto aos aspectos
fitoquimicos e biolégicos, sabe-se que P. incarnata e P. edulis possuem atividade
ansiolitica (PROVENSI, 2007; BRASIL, 2011). Além dessa atividade farmacologica
observada em espécies do género Passiflora, o estudo realizado por Ventura e
colaboradores (2012) evidenciou uma atividade cicatrizante significativa da espécie
Passiflora mucronata. Sendo esta Ultima propriedade terapéutica de bastante
relevancia visto que a aplicacdo desta planta medicinal em uma formulacdo como
fitoterpico pode ser um recurso terapéutico alternativo.

Adicionalmente, considerando o0s estudos feitos por De Oliveira e
colaboradores (2012) que verificaram um teor de flavonoides representativo nessa
espécie; além disso, que ha poucos estudos fitoquimicos sobre a espécie P.
mucronata e escassez de estudos que envolvam a incorporacdo de extrato bruto de

P. mucronata em uma formulagcéo semissolida o presente trabalho foi desenvolvido.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo isolar, quantificar e identificar
flavonoides presentes no extrato bruto de Passiflora mucronata, bem como, fazer a
incorporacdo desse extrato em uma formulacdo semissélida e testar a sua acao

cicatrizante.
3.2. Objetivos especificos

> Isolar e identificar flavonoides presentes no extrato bruto para utiliza-los como
marcadores quimicos;

> Preparar creme ndo ionico em diferentes concentragdes contendo extrato
bruto de Passiflora mucronata e analisar qualitativamente por CLAE-DAD;

> Preparar gel ndo idnico contendo extrato bruto de Passiflora mucronata;

> Quantificar por CLAE-DAD os flavonoides totais presentes na formulacéo gel
001 contendo o extrato bruto de P. mucronata;

> Analisar qualitativamente a formulacéo gel 002 contendo o extrato bruto de P.
mucronata;

> Identificar por CLAE-DAD nas formulaces de gel contendo o extrato bruto de
P. mucronata o marcador quimico isolado;

> Avaliar a acao cicatrizante da formulacao gel 002 in vivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material botanico

As folhas de Passiflora mucronata utilizadas nesta pesquisa foram coletadas
no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, localizado na cidade de Macaé,
municipio do Estado do Rio de Janeiro. A identificagdo botanica das mesmas foi feita
pela Prof. Dra. Tatiana U.P. Konno e as exsicatas foram previamente depositadas no
herbario do NUPEM/UFRJ. As folhas foram devidamente separadas e pesadas,

obtendo-se 201,34 g de massa.

4.2. Obtencao do extrato bruto

O extrato bruto de P. mucronata foi preparado através do método de
maceracdo na proporcao de 10% p/v, sendo utilizado uma solu¢cdo de EtOH/H,O
(85:15). Dessa forma, 50,4 g das folhas foram pulverizadas em liquidificador com 75
mL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 429 mL de EtOH a este. O
extrato foi filtrado a cada 24 horas e submetido novamente a maceracao, porém com
metade do volume inicialmente utilizado de EtOH.

ApGs observar o clareamento na cor do extrato decorrente da constante troca
de solvente, foi feita a cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando silica gel
60 Fzs4 no sistema eluente n-BuOH:CH3COOH:H,O - BAW (8:1:1) e as
cromatoplacas foram reveladas com sulfato cérico para o monitoramento dos
extratos, visando avaliar a necessidade de continuar a maceracao.

Ao término da extracdo, o extrato obtido foi evaporado em rota-evaporador,
em temperatura monitorada para que a mesma nhao ultrapassasse 60 °C, em
seguida transferido para frasco de vidro, o qual foi levado para congelar para que
fosse liofilizado.

Apos liofilizar obteve-se o extrato bruto seco o qual apresentou 7,4188 g de
massa final. Parte dessa massa foi utilizada no preparo do creme e gel a base de P.
mucronata, realizacdo das analises e procedimentos desenvolvidos no projeto em

guestdo, conforme mostra a Figura 9 a seguir:
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Figura 9: Destino de parte da massa de extrato bruto de P. mucronata.

4.3. Particéo liquido-liguido a partir do extrato de P. mucronata

A partir do extrato bruto de P. mucronata obtido apés a liofilizacdo (m= 7,4188
g), iniciou-se o processo de particdo liquido-liquido com solventes extratores em
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e
agua.

Foram pesados 6,9611 g de extrato bruto o qual foi redissolvido em 160 mL
de MeOH e filtrado. Em seguida, foram adicionados 160 mL de hexano ao filtrado.
Apébs a separacdo das fases, a fase metandlica foi novamente colocada no funil de
separacdo e misturada a 80 mL de hexano, metade do volume utilizado
anteriormente. Este Ultimo foi realizado em triplicata. Posteriormente, a fracéo
metanolica foi evaporada em banho-maria, transferida a um frasco de vidro e levada
para congelar e liofilizar, visando remover qualquer residuo de agua. Entretanto,
durante a transferéncia para o frasco de vidro notou-se a formacdo de um
precipitado amarelado, chamado de substancia isolada 1, o qual foi separado do
extrato, solubilizado em metanol, evaporado em banho-maria, congelado e
liofilizado, tendo o seu sobrenadante separado também. Depois a fragcdo metandlica
foi ressuspendida em 250 mL de agua, realizando assim as particbes com
diclorometano, acetato de etila e butanol. Logo a seguir as particdes foram
transferidas para frascos tarados e levadas ao banho-maria até a evaporagcédo dos

solventes, obtendo-se assim a massa de cada fracdo (Figura 10). Além disso,
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durante a evaporacao da fragéo acetato de etila houve a formacao de um precipitado
de cor amarela que foi chamado de substancia isolada 2, sendo este separado,

lavado com acetato de etila, evaporado e liofilizado.

6.9611 g

Folhas Extrato EtOH Fragao MeOH
—> —
(30,4 g) (7.4188 g) 160 mL

1

F. Hexanica F. Mew isir:jtﬂ'1

(1,14064g)

= F. Diclometano
(0,5329 g)

F. Aq. residual | Fragao Fragao
{2,5915 g) - aquosa ¢ aguosa

! !

F. BuOH F. AcEt
(14265 g) | | (0,1346 g)
Subst.
isolada 2

Figura 10: Esquema da parti¢do liquido-liquido a partir do extrato bruto de P. mucronata.

4.4. Cromatografia em coluna da fracdo acetato de etila

A fracdo acetato de etila (substéancia isolada 2) foi escolhida para andlise
cromatografica com a finalidade de separar os compostos, bem como, isolar as
substancias de natureza flavonoidica evidenciadas com um teor bastante
significativo no estudo feito por De Oliveira e colaboradores (2012), visando utiliza-
las como marcador quimico na formulacio semissaolida.

Com isso, foi preparada uma coluna cromatografica (Figura 11) utilizando
uma coluna com 61,0 cm de altura, 1,5 cm de didametro. A silica de fase reversa
guimicamente ligada ao grupamento C18 foi utilizada como fase estacionaria e
ocupou 18,5 cm de todo o comprimento da coluna. Inicialmente, a silica foi
misturada ao metanol e em seguida, essa solucéo foi adicionada a coluna. Apos
esperar a fase estacionaria ocupar 18,5 cm de comprimento na coluna, a silica foi
estabilizada com a adicdo de 50 mL da fase movel composta por MeOH: H,O.

Entretanto, os gradientes dessa fase variaram a MeOH 100%, 70%, 50%, 10% e por
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fim dgua 100%. Ao obter gradiente em agua 100%, foi aplicado 54,2 mg da fracao
acetato de etila. Todavia, para solubilizar a amostra foram adicionados 1200 pL de
MeOH e 600 pL de agua; antes de aplicar a amostra, o béquer contendo a mesma
foi colocado em banho-maria por alguns minutos para evaporar o metanol e aplicar a
amostra em agua com o minimo possivel de MeOH. Apds aplicar a amostra foram
adicionados 50 mL de &gua destilada e os gradientes da fase moével foram variando
até obter gradiente de MeOH 100% (Tabela 5). Com a finalidade de aumentar o
fluxo da coluna e otimizar o tempo, utilizou-se uma bomba durante todo o processo

de elui¢cdo da coluna e isolamento das subfragoes.

Figura 11: Coluna cromatogréfica apos a aplicacdo da amostra de fragédo acetato de etila.

Tabela 5: Representa o niumero do frasco que acondicionou as amostras coletas nesses gradientes.

N° do frasco Gradiente (%)
01-03 MeOH: H,0 (0:100)
04-17 MeOH: H,0 (10:90)
18-19 MeOH: H,0 (15:85)
20-22 MeOH: H,0 (20:80)
23-27 MeOH: H,0 (30:70)
28-30 MeOH: H,0 (40:60)
31-33 MeOH: H,0 (50:50)
34-36 MeOH: H,0 (60:40)
37-40 MeOH: H,0 (70:30)
41-44 MeOH: H,0 (80:20)
45-47 MeOH: H,0 (90:10)

48 MeOH: H,0 (100:0)
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Ao terminar a cromatografia em coluna, as subfragGes coletadas em frascos
foram levadas para evaporar em banho-maria e concomitantemente, foi feita a
cromatografia em camada delgada (CCD) das mesmas, visando juntar as subfracdes
pela semelhanca entre o fator de retencdo. O eluente utilizado na fase movel foi
BAW (8:1:1) e o sulfato cérico foi utilizado como revelador; a aliquota das subfractes
foi aplicada na cromatoplaca 20 vezes. ApOs reunir as mesmas e evaporar todo o
metanol presente nas amostras, as mesmas foram congeladas e colocadas para
liofilizar. Enquanto as subfracdes 38 a 48 estavam evaporando no banho-maria as
mesmas foram contaminadas por uma amostra hexanica que também estava
evaporando e por esse motivo foram descartadas.

Apos liofilizar as subfracBes, as mesmas foram pesadas em balanca semi-
analitica (Tabela 6) e reservadas para as andlises em CLAE-DAD. A subfracdo 1-17
(ou PM1) néo foi analisada por CLAE visto que ao fazer analise prévia por CCD nédo
foi detectado a presenca de substancias croméforas, sendo a sua massa apenas
guantificada para o calculo do rendimento da coluna. A subfracao purificada (PM18)

foi analisada por RMN (Figura 12).

Tabela 6: Relagao entre o cddigo das subfracdes e suas respectivas massas.

Subfracdes Cdédigo Massa ()
1-17 PM1 0,0287
18-22 PM18 0,0053
23-27 PM23 0,0175
28-32 PM28 0,0062

33-37 PM33 0,0023
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Fragio
acetato de etila
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Cromatografia

em coluna
= Substincia
| Subfragoes |—> purificada
Analise Anilise
CLAE-DAD RMN

Figura 12: Resumo esquemaético de procedimentos empregados a fragdo acetato de etila.

4.5. Obtencao do creme n&o idnico

Para a obtencdo do creme nao ibnico empregou-se o método de
emulsificacdo. Primeiramente, pesou-se aproximadamente 1,0 g de miristato de
isopropila liquida em um gral de vidro previamente tarado. Posteriormente, pesou-se
0,8 g do estearato de glicerina e 0,5 g de alcool ceto estearilico etoxilado, sendo
estes adicionados ao gral e levados para aquecer sob temperatura de 65 °C. Em um
erlenmeyer pesou-se 7,7 g de agua destilada e esta também foi levada para
aguecer. Apos completar a fusdo dos componentes da fase oleosa e inicio da
fervura da fase aquosa, a mesma foi adicionada aos poucos a fase oleosa e
misturando os componentes das fases com o auxilio de um pistilo de vidro. ApGs
adicionar toda a agua destilada, os excipientes das fases comecam a se fundir e
apresentar uma forma semissélida. Ao observar isso, a amostra foi retirada do
aquecimento e entdo, reservada em local até atingir a temperatura ambiente. A
Tabela 7 a seguir representa o percentual (p/p) de cada excipiente da formulacao

necessario para se obter um creme de massa final igual a 10 gramas.



Tabela 7: Percentual das massas de cada excipiente.

Creme néo ibnico

Excipientes (p/p)
Estearato de glicerina 8%
Alcool ceto estearilico etoxilado 5%
Miristato de isopropila liquida 10%
Agua destilada (qsp.) 10g

4.6. Obtencado do creme néo idnico a base de P. mucronata
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O creme nao ibnico contendo o extrato bruto de Passiflora mucronata foi

preparado em trés concentracdes diferentes: 0,12%, 0,25% e 0,50% (p/p). Portanto,

foram preparadas trés amostras de creme nessas respectivas concentracoes.

O

procedimento farmacotécnico para o preparo dos cremes descritos neste item foi

semelhante ao descrito no item 4.5. A diferenca € que o extrato bruto foi pesado

primeiro no gral tarado e posteriormente, foram adicionados nessa ordem o miristato

de isopropila liquida, o estearato de glicerina e o alcool ceto estearilico, sendo o

extrato adicionado na fase lipofilica. Além disso, as massas de cada excipiente

pesadas ndo foram exatas, mas, foram bem préximas dos valores médios, conforme

observado na Tabela 8 a seguir.

Tabela 8: Relacdo das massas pesadas para obter cada formulagéo.

Creme nao ibnico contendo extrato bruto de P. mucronata

Excipientes

Estearato de
glicerina

Alcool ceto
estearilico
etoxilado

Miristato de
isopropila liquida
Agua destilada
(asp.)
Extrato de P.
mucronata

Creme a 0,12%
Massas (g)
0,807

0,509

1,004

7,684

0,012

Creme a 0,25%
Massas (Q)
0,803

0,502

1,010

7,761

0,025

Creme a 0,50%
Massas (Q)
0,804

0,502

1,016

7,766

0,050
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4.7. Obtencao do gel ndo iénico base

O gel base foi preparado por gelificagédo a frio em gral, na concentragao de
1%. Inicialmente, pesou-se 1 g de Natrosol® (hidroxietilcelulose - HEC) (Figura 13) e
este foi umectado com um pouco de agua até entumecer e com o pistilo foi feito a
incorporacao da agua e desfazendo os grumos. Neste processo adicionou-se 60 mL.
Por fim, incorporou-se aproximadamente 39 mL de agua restante. Foi preparado

aproximadamente 100 g de gel.

/DH
¢H, DH\
c q: on,
5 ,-'FH*
?ﬁ: N
C{I: {I:Hﬂ
s /CHs
- CH, o -
o
o o
..... o OH —
OH CH,0 OH
S CH—CH .

Figura 13: Férmula estrutural do polimero hidroxietilcelulose.

(Fonte: http://www.gianniberti.it/Editoriali/ag/Natrosol/bro_nat_chemistr.html)

4.8. Obtencao do gel nédo ibnico a base de P. mucronata

A partir do gel base descrito no item 4.7 foi preparado 50 g do gel contendo o
extrato bruto de Passiflora mucronata. Sendo assim, pesou-se 49,9990 g do gel
base e 0,150 g do extrato bruto de Passiflora mucronata, sendo este ultimo diluido
em 2 mL de EtOH e incorporado ao gel base com o auxilio de um pistilo até que os
ingredientes tornassem homogéneos. Essa formulacdo foi codificada como gel 001.
Essa formulacédo foi utilizada nas analises por CLAE-DAD e também no ensaio
bioldgico para testar a atividade cicatrizante, no entanto, devido a fatores externos
nao previstos a avaliacdo biolégica foi comprometida e com isso, ndo foi possivel
obter resultados confiaveis. Dessa forma, consideraram-se apenas as analises por

CLAE-DAD para essa formulacéao gel 001.



31

Quando acabou a formulacao preparada acima, foi preparada mais 20 g do
gel contendo o extrato bruto de Passiflora mucronata, o qual foi utilizado nos ensaios
bioldgicos e analises por CLAE-DAD. Com isso, foram pesados 19, 9995 g de gel
base e posteriormente, pesou-se 0,0550 g de extrato o qual foi diluido com 1 mL de
EtOH e incorporado ao gel base com o auxilio de um pistilo até que os ingredientes
tornassem homogéneos. Essa formulacéo foi codificada como gel 002.

A concentracdo final de ambas as formulacdes preparadas foram de 0,3%

p/p.

4.9. Analise das amostras por CLAE-DAD

O extrato bruto, os cremes e 0s géis com e sem o0 extrato bruto, as subfracdes
isoladas na técnica de cromatografia em coluna e a rutina padrdo foram analisados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em aparelho Shimadzu
Proeminence equipado com detector ultravioleta em arranjo de diodos (CLAE-DAD).
Nas analises foi utilizada a coluna analitica de silica C18 de fase reversa (4.6 x 250
mm, 5 pm; Nucleosil e Nucleodur®), vazdo de 1,0 mL/min. Foram injetados 20 pL
tanto das amostras de rutina padrdo quanto das demais amostras. Os comprimentos
de onda utilizados para a deteccao foram 254 e 340 nm. Os solventes usados para
anélise em CLAE-DAD foram a grau espectroscépio para HPLC, oriundos da Tedia®
e a agua utilizada nas andlises foi purificada pelo sistema Elga Purelab. Dessa
forma, para eluicdo das amostras utilizou-se o gradiente de H,O Millig (pH 3,2

ajustado com H3PO,) e acetonitrila de conforme a Tabela 9 a sequir.

Tabela 9: Método de eluigdo da fase mével em CLAE.

T (min.) % Acetonitrila
0-10 2
10-30 18
30-35 22
35-45 100
45-48 100

48.01-60 2
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4.9.1. Preparo das amostras para analise por CLAE-DAD

4.9.1.1. Subfra¢cbes da coluna

As amostras purificadas ou semi-purificadas PM18, PM23, PM28 e PM33
obtidas apdés a técnica de cromatografia em coluna foram analisadas em
cromatografo (CLAE-DAD) para confirmar pureza cromatografica das mesmas antes
de encaminhar para a andlise de RMN. Dessa forma, foram pesados 0,5 mg de cada
subfracdo e cada massa foi diluida em 500 pL de MeOH e agua ultrapura, porém,
em gradientes diferentes, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 10: Gradiente de diluic&o utilizado em cada amostra.

Subfracéo % MeOH
PM18 80
PM23 70
PM28 50
PM33 100

4.9.1.2. Cremes nao ibnicos

Inicialmente, pesou-se 1 g de cada amostra de creme nas concentracdes de
0,12%, 0,25%, 0,50% (p/p) e o creme sem o extrato em frascos previamente tarados
e diluiu em 3 mL de uma solucdo de acetonitrila: agua Millig (1:1). Devido a
viscosidade e o teor de gordura presente nos excipientes da forma farmacéutica,
estas amostras foram filtradas no filtro Millipore 0,45 pum. Apds filtrar, obteve-se 1 mL
da solucdo e em seguida adicionou-se a esse 1 mL mais 2 mL da solucdo de
acetonitrila: agua Milliq. Esses 3 mL foram centrifugados, transferidos para um vial e
analisados com n=1 cada amostra. A concentracéo final das amostras foi de 0,1

g/mL.

4.9.1.3. Extrato bruto de P. mucronata

Em frascos previamente tarados foram pesadas as seguintes massas do
extrato bruto 0,006 g; 0,0125 g e 0,025 g. Essas massas foram diluidas em 5 mL da
solucédo preparada de acetonitrila: agua Millig (1:1). Apos diluir, as amostras foram

transferidas para os eppendorf, os quais foram centrifugados e por fim o
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sobrenadante foi transferido para o vial e analisadas com n=1 cada amostra. A
concentracéo final das amostras foram de 0,0012 g/mL, 0,0025 g/mL e 0,0050 g/mL.
Essas amostras foram preparadas para obter o perfil cromatografico do extrato e
comparar qualitativamente este perfii com as amostras de creme nao ibnico

preparadas no item 4.9.1.2.

4.9.1.4. Géis nao ibnicos

Foram feitas duas analises por CLAE-DAD em dias distintos das amostras de
gel ndo idbnico contendo extrato bruto de P. mucronata. Portanto, na primeira analise
foi pesado 0,500 g de gel 001 e essa massa foi diluida em 2,5 mL de MeOH, em
seguida, foi centrifugado e o sobrenadante foi transferido para o vial.

Na segunda analise foi pesado 0, 550 g de gel 002, o qual foi diluido em 2 mL
de MeOH, em seguida a solucéo foi centrifugada e o sobrenadante transferido para
o vial. Juntamente com essa amostra gel 002 foi preparada também a amostra de
gel base, sendo pesado 0,550 g de gel base e diluido em 2 mL de MeOH, em
seguida, foi centrifugado e amostra transferida para o vial.

Todas as amostras de gel foram analisadas em triplicata e a concentracao
final da amostra gel 001 foi de 0,200 g/mL enquanto que a amostra gel 002 foi de
0,275 g/mL.

4.9.1.5. Extrato bruto de P. mucronata

O extrato bruto de P. mucronata foi preparado em duas concentracfes
diferentes 14,8 mg/mL (amostra concentrada) e 0,74 mg/mL (amostra diluida).
Ambas as amostras foram diluidas em MeOH, centrifugadas e transferidas para o
vial. As mesmas foram analisadas em triplicata. Os perfis cromatograficos dessas
amostras de extrato foram comparados de forma qualitativa com os perfis do gel
002. A amostra diluida foi preparada nessa concentracédo para fins de comparacao

com o gel 002, visto que em 0,275 g/mL tem 0,75 mg de extrato.

4.9.1.6. Rutina padréo

Inicialmente, foram preparadas solucdes de rutina em cinco concentracdes
diferentes (1000 pg/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL e 62,5 pg/mL), visando
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avaliar a o perfil cromatografico da solu¢do padrdo de rutina no método de eluicao
utilizado, bem como, a viabilidade de utilizar essas concentragdes para quantificar os
flavonoides totais na amostra de gel 001. As cinco solu¢des de rutina foram
preparadas através da diluicdo em série, conforme representado na Figura 14. Apos
preparar as solugdes, as mesmas foram transferidas para os vials e analisadas em
unicata, juntamente a essas foram analisadas as amostras de gel 001(n=3) e

subfracdes isoladas da fracao acetato de etila (n=1 cada).

1mL 1mL 1mL 1mL

2mgl2mlL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
MetOH MetOH MetOH MetOH  MetOH

| I | | l

1000 500 250 125 62,5
Hg/mL Hg/mL  pg/mL Hg/mL Hg/mL

Figura 14: llustragdo esquematica da diluicao da rutina padrao |.

Entretanto, devido a dificuldade de quantificar os flavonoides totais presentes
na amostra de gel 001 foram preparadas solu¢des de rutina padrdo mais diluidas,
em cinco concentracdes distintas, 0,15 pug/mL; 0,3 pg/mL; 0,6 pug/mL; 1,2 pug/mL e
2,4 ug/mL, as quais foram obtidas por diluicdo. Inicialmente, foram pesadas 10 mg
de rutina padrdo que foram diluidas com MeOH em baldo volumétrico de 100 mL,
obtendo uma concentracdo igual a 100 pg/mL. A partir dessa primeira solugéao
retirou-se 240 uL e transferiu para um baldo volumétrico de 10 mL e este foi
completado com MeOH, obtendo-se concentracdo igual a 2,4 pg/mL. Através dessa
solucdo foi feita a diluicio em série das demais concentracbes, onde foram
preparadas as outras quatro concentracdes. Foram adicionados previamente em
quatro vial 500 pL de MeOH e em seguida, 500 pL mL da solugao anterior, ou seja,
realizando a diluicdo em série e sempre homogeneizado bem a solucdo antes de
transferir para o vial seguinte, conforme a Figura 15. Apos preparar as solucdes, as

mesmas foram analisadas em cromatografo.
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Figura 15: llustragdo esquematica da diluicdo da rutina padréo Il.

A quantificac@o de flavonoides totais presente na formulacdo gel 001 a base
de P. mucronata foi feita utilizando como parametro a curva de calibracdo da rutina
contendo cinco concentracdes diferentes da substancia, 0,15 pg/mL; 0,3 ug/mL; 0,6
pg/mL; 1,2 pg/mL e 2,4 pg/mL. Cada solucdo foi analisada em triplicata no
cromatdgrafo, com volume de injecdo de 20 pL. As medidas das areas dos picos de
cada uma das amostras foram langadas no eixo das ordenadas e as respectivas
concentracfes nas abscissas. A equacdo da reta obtida € expressa por y=a+bx,
onde o coeficiente angular (a) € a inclinacdo da reta em relacdo aos eixos e o

coeficiente linear (b) é a intersecéo da reta com o eixo y.

4.10. Elucidacéo estrutural do composto isolado

Para a elucidacao estrutural do composto isolado da fracao acetato de etila foi
utilizado o método espectroscopico de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os
espectros de RMN foram obtidos no equipamento Agilent 400-MR, operando a 400
MHz e a 100 MHz, na frequéncia do hidrogénio (*H) e do carbono (*3C),
respectivamente. O solvente utilizado na dissolugédo da amostra para obtencédo dos
espectros de RMN de 'H, *C e dos espectros de RMN 2D de HSQC, HMBC e
COSY foi o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg). Os deslocamentos quimicos

foram dados em & (ppm), sendo que o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como
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padrdo interno. Essas analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (NPPN/UFRJ).

4.11. Ensaio bioldgico

4.11.1. Avaliacao da atividade cicatrizante do gel ndo iénico a base de
P. mucronata

Para a realizacdo do experimento utilizou-se ratos, da linhagem Wistar
pesando entre 180-200 g e estes foram anestesiados com a associacdo de
guetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Apos tricotomia do dorso foi realizada
excisdo da epiderme e derme com &area de 1 cm?®. Apés o procedimento os animais
foram mantidos em caixas individualizadas e divididos de forma aleatoria em trés
grupos com n>4 cada grupo:

= Grupo 1: animais sem tratamento.

= Grupo 2: controle, animais tratados com gel sem extrato bruto de P.
mucronata.

» Grupo 3: animais tratados com gel a base de P. mucronata.

Os animais foram mantidos no Biotério e recebiam agua e comida ad libitum.
Passado um dia da cirurgia iniciou-se o tratamento que compreendia em aplicar
aproximadamente 200 mg do gel 002 na feriada de 1 cm? dos animais, diariamente,
exceto nos finais de semana. O processo de cicatrizacédo foi avaliado por meio de
fotografias realizadas perpendicularmente a ferida utilizando camera digital. As fotos
foram adquiridas em 1, 3, 7, 10 e 14 dias ap06s a cirurgia e a area da ferida aberta
calculada por meio do programa Imaged. Todos os procedimentos envolvendo
cuidados e uso de animais de laboratério foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no uso de Animais do CCS-UFRJ (MACAE 003). Esse ensaio foi
realizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro — Campus Macaé em

colaboragédo com o Prof. Dr. André Gustavo Calvano Bonavita.

4.11.2. Andlise estatistica

Os resultados da atividade cicatrizante foram expressos como média + E.P.M.
de n animais por grupo. A avaliagdo estatistica dos dados foi realizada usando a
analise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacfes, seguida do teste de
Dunnett. Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento das fracdes

A massa de extrato bruto de P. mucronata utilizada para fazer a particédo foi
de 6,9611 g. A partir dessa massa foi possivel calcular o rendimento das fracdes
obtidas apos a particdo liquido-liquido através da relagdo percentual da massa do
material vegetal recuperado no processo e a massa total do extrato utilizado

(Equacéo 1). Na Tabela 11 encontram-se os rendimentos das fracdes.

Massa obtida X 100%
Massa total

%p/p= (Equacio 1)

Tabela 11: Relag&o entre as massas obtidas (g) e rendimento (%) de cada fragédo obtida a partir do

extrato bruto de Passiflora mucronata.

Fracao Massa (g) obtida Rendimento (% p/p)
Hexanica 1,1406 16,38
Diclometano 0,5329 7,65
Aquosa residual 2,5915 37,22
Acetato de etila 0,1346 1,93
Butandlica 1,4265 20,49

5.2. Rendimento da coluna

A massa da fragcdo acetato de etila aplicada na coluna foi de 0,0542g. A partir
dessa massa e das massas de cada subfracdo obtidas foi possivel calcular o
rendimento das subfragbes através da substituicdo dos valores na Equagédo 1,

conforme esta apresentado na Tabela 12 a seguir:
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Tabela 12: Relacao entre as massas obtidas (g) e rendimento (%) de cada subfracdo obtida da fracédo

acetato de etila de Passiflora mucronata.

Cédigo das Subfracdes Massa (g) Rendimento (%p/p)
PM1 0,0287 52,95
PM18 0,0053 9,77
PM23 0,0175 32,28
PM28 0,0062 11,43
PM33 0,0023 4,24

5.3. Andlise qualitativa das subfracdes isoladas da fracdo acetato de etila

ApoGs fazer a analise por CLAE-DAD das subfragBes isoladas da fracéo
acetato de etila de P. mucronata obteve-se os cromatogramas referentes as
subfracdes codificadas como PM18, PM23, PM28 e PM33. Com a andlise prévia dos
resultados obtidos das subfracbes observou-se que somente a subfragdo PM18
estava purificada e que os picos majoritarios de todas as subfracdes analisadas
apresentaram espectro de UV tipicos de flavonoide, com bandas de absorcédo na
regido de 240-400 nm.

Segundo Chagas e colaboradores (2014) os flavonoides com esqueleto de
flavona e flavonol produzem duas bandas de absorcéo caracteristicas na regido de
240-400 nm. Eles séo conhecidos como banda | (300-380 nm), que esta associada a
absorcao do sistema cinamoil do anel B, e a banda Il (240-280 nm), ocasionada pela

absorcao do sistema benzoil do anel A (Figura 16).
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Flavona, R = H

Flavonol, R = OH

Porgéo benzoil ¢ Porgao cinamoil

o

Figura 16: Estrutura basica de flavonas e flavonodis e as suas por¢bes que geram as bandas de

absorcao caracteristicas no UV.

Segundo Gomes (2013) os flavonoides C-glicosilados, principalmente,
vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina, sdo 0s constituintes quimicos mais
frequentemente citados para as espécies de Passiflora e que apresentam ampla
distribuicdo no género. Esse mesmo autor realizou um estudo para investigar nos
perfis cromatograficos a presenca dos flavonoides orientina, isoorientina, vitexina,
isovitexina e rutina de dezessete espécies de Passiflora, através da comparacao
destes perfis com o0s cromatogramas das solu¢des-padrdo e espectros UV obtidos
pelo detector de arranjo de diodo do aparelho de CLAE. Dentre as espécies
estudadas estava a espécie Passiflora mucronata que foi detectada a presenca de

isoorientina, orientina, isovitexina e rutina (Figura 17).
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Figura 17: Estruturas quimicas dos flavonoides orientina, isoorientina, isovitexina, vitexina e rutina.
Glu=glicose (Fonte: GOMES, 2013)
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Entretanto, ao fazer uma analise mais apurada dos resultados e compara-los
com dados obtidos da literatura (BIANCO & SANTOS, 2003; PENG et al., 2005;
COSTA et al.,, 2011; MOURA et al.,, 2011; FERNANDES, 2011; GOMES, 2013;
CHAGAS et al.,, 2014) foi possivel fazer algumas observacdes e sugestdes. A
Tabela 13 reune as informagfes das faixas de absor¢cdo no UV caracteristicas de
algumas substancias flavonoidicas que Gomes (2013) detectou na espécie

Passiflora mucronata e em outras 16 espécies pertencentes ao género Passiflora.

Tabela 13: Comprimentos de onda de flavonoides encontrados em espécies de Passiflora.

Referéncias Comprimento de onda (nm)

Bibliograficas —FHantina Isoorientina Isovitexina _ Vitexina Rutina

BIANCO & - - - 270-332 -
SANTOS, 2003

PENG et al., - 270-348 270-334 ; -
2005
FERNANDES, - - - 267-341 -
2011
MOURA et al., - = = - 257-356
2011

COSTAetal,  266-348 270-348 270-337 - -
2011

GOMES, 2013 268-345 270-348 271-337 269-339 258-353

CHAGAS et al., 267-348 269-338
2014

Na comparagao do comprimento de onda apresentados na Tabela 13 com os
obtidos nas analises das subfragbes, observou-se na subfragcdo PM18 (Figura 18)
que o Unico pico majoritario com tempo de retencao (tg) em 22,08 min e maximos de
absorcdo no UV em 269 e 349 nm, parece ser sugestivo da presenca do flavonoide

isoorientina.
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Figura 18: Cromatograma obtido por CLAE em coluna analitica de silica C18 de fase reversa (4.6 x
250 mm, 5 um; Nucleosil e Nucleodur®), sistema eluente em gradiente de MeOH/H,0 (pH 3,2 H,PO,)
2%—18% (10 min), 18%—20% (20 min), 20%—22% (5 min) e 22%—100% (10 min), com fluxo de
1mL/min e deteccdo no UV a 254 nm. Cromatograma e espectro de UV do composto isolado PM18

com picos de absor¢éo no UV em 269 e 349 nm.

Em relacdo aos resultados da subfracdo PM23 (Figura 19), foram detectados
trés picos majoritarios sendo que 0s picos com tg em 28,04 e 29,84 min e maximos
de absorcdo no UV em 269-337 nm e 255-354 nm, respectivamente, ao comparar
com os dados da Tabela 13, sugere-se que o pico com tg em 28,04 min seja a
flavona isovitexina e o pico com tg em 29,84 min seja a rutina. Além disso, ao
comparar com espectro de absor¢cdo no UV da amostra de rutina padréao (Figura 20)
analisada juntamente com subfracdes, verificou-se que os maximos de absorcao

foram iguais aos obtidos nas andlises das subfracdes entre 255 e 354 nm.
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Figura 19: Cromatograma da subfracdo PM23 e espectros de UV referentes aos trés picos

majoritarios dessa mesma subfragéo.
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Figura 20: Cromatograma da solucéo padréo de rutina preparada na concentracéo de 62,5 pg/mL e

seu espectro de UV com picos de absorcéo na faixa de 255 e 354 nm.

Em relacdo aos resultados da subfracdo PM28 (Figura 21), notou-se quatro
picos majoritarios, entretanto, podemos destacar um pico com tg em 30,67 que

embora seja menor quando comparado aos outros majoritarios, apresentou um
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méximo de absor¢do no UV em 268 e 347 nm (Figura 22), ao comparar com 0S

dados da Tabela 13, sugere-se que a substancia detectada nessa faixa de absorgéo

seja a flavona orientina.
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Figura 22: Espectros de UV dos picos caracteristicos de flavonoides detectados entre os tempos de

retencéo 22,08 e 37,81 min.
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Nos resultados da subfragcao PM33 (Figura 23), observou-se em seu
cromatograma quatro picos em destaque com espectros de absor¢cado no UV tipicos
de substancias flavonoidicas, nos tg de 22,09 min; 27, 99 min; 28,99 min e 30,16 min
(Figura 24). Entretanto, nota-se que apenas na subfracdo PM33 foi possivel
observar um pico com tempo de retencdo em 27,98 min e ao comparar 0s picos de
absorcao obtidos com os dados da literatura apresentados na Tabela 13, sugere-se

gue a substancia seja o flavonoide vitexina.
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Figura 23: Cromatograma da subfracdo PM33 com zoom entre os tg 21,0 e 31 min.
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Figura 24: Espectros de UV de quatro picos principais com comprimentos de onda caracteristicos de

flavonoides.
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Apés comparagdo dos cromatogramas de cada subfracédo e verificagcdo das
areas dos picos detectados em mais de uma amostra, observou-se que trés picos
com tempos de retencdo em 22,0; 28,0 e 29,8 minutos apresentaram as maiores
areas (Tabela 14). Dessa forma, pode-se inferir que o composto isolado com tempo
de retencdo em 22,0 minutos é o flavonoide majoritario detectado no extrato bruto de
P. mucronata e que estava concentrado na fracdo acetato de etila, conforme descrito

no estudo de De Oliveira e colaboradores (2012).

Tabela 14: Soma das areas dos principais picos observados mais de uma vez nas subfragdes.

Subfracéo Tr Area Tr Area Tr Area
(min) (min) (min)
PM18 22,083 12500495 - - - -
PM23 22,097 5127620 28,036 4818118 29,843 2939377
PM28 22,111 876998 28,035 1116039 29,877 1656400
PM33 22,086 97958 28,991 76616 - -
TOTAL 18603071 6010773 4595777

5.4. Elucidagéao estrutural do composto isolado

A substéncia codificada como PM18 isolada da fracdo acetato de etila foi
obtida como um sélido amarelo palido e a mesma foi analisada por CLAE, onde se
observou no cromatograma gerado apds andlise, a sua pureza e o espectro de
ultravioleta caracteristico de flavonoide, conforme mostrado acima na Figura 18.

A proposta da formula estrutural da substancia isolada foi possivel a partir dos
dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) obtidos em DMSO-d, utilizando as
metodologias bidimensionais HSQC, HMBC e COSY, bem como, na comparagao
dos resultados obtidos com dados da literatura.

O espectro de RMN de 'H (Figura 25) de PM18 apresentou trés sinais na
regido aromatica do anel B com um dubleto em 7,41 ppm referente ao H-6’ e um
singleto em 7,39 ppm (J= 2,3 Hz) referente ao H-2’, além de um dubleto em 6,87
ppm (J= 8,2 Hz) referente ao hidrogénio em H-5’, evidenciando que o anel B do
nacleo flavonoidico € 3’,4’-di-hidroxilado. Em relacdo ao anel C, evidenciou-se um

anico singleto em 6,64 ppm que caracteriza uma flavona referente ao hidrogénio
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olefinico H-3. Na caracterizagdo do anel A, verifica-se um uUnico singleto em 6,47
ppm referente ao hidrogénio H-8. Por fim, em 4,57 ppm (J= 9,8 Hz) observa-se um
dubleto pertencente ao H-1”, referente ao hidrogénio anomérico de uma unidade de
acucar em ligacdo C-C com a flavona, afinal, sinais entre 5,0 e 3,0 ppm indicam a
presenca de uma unidade de aclUcar na molécula (BIANCO & SANTOS, 2003). Na
regido de 13,55 ppm observa-se um singleto referente ao hidrogénio do grupo —OH

na posicao 5 da aglicona, quelado a carbonila em 4.
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H a 400 MHz da amostra PM18 diluida em DMSO-ds.

Nos resultados de RMN de **C obteve-se 20 sinais, onde quinze sinais foram
atribuidos aos carbonos da aglicona e os cinco sinais restantes aos carbonos da
unidade de acucar apresentaram deslocamentos quimicos entre 61,0 ppm e 80,0
ppm. Observou-se para o anel C da aglicona um sinal mais desprotegido, em 180,0
ppm o que confirma a presencga de uma carbonila cetbnica a-f insaturada em C-4. O

sinal em 103,0 ppm refere-se ao C-3, enquanto que os sinais em 109,0 ppm (C-6) e
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94,8 ppm (C-8) mostram que a unidade B-glicosidica deve estar ligada a posicéo 6
do anel A (FERNANDES, 2011).

A partir dos dados obtidos nos espectros de HSQC e HMBC foi possivel
estabelecer a correlacdo entre os hidrogénios e carbonos. Afinal, o espectro HSQC
correlaciona um espectro de RMN **C com um espectro de RMN *H que se
encontram dispostos no eixo vertical e da horizontal, respectivamente. A partir dos
deslocamentos quimicos observados nesse espectro € possivel estabelecer uma
correlacdo entre os atomos de hidrogénio e de carbono que se encontram
diretamente ligados (PONTES, 2013). Enquanto que a técnica HMBC estabelece a
correlagdo a longa distancia entre carbonos e hidrogénios da molécula, a duas ou
mais ligacdes de distancia (DOS SANTOS, 2009).

Através da analise do espectro de HSQC foi possivel detectar a correlacéo
entre o hidrogénio anomérico (H-1") com deslocamento quimico em 4,57 ppm e o
carbono (C-1") diretamente ligado a esse H-1" com sinal em 73,0 ppm, sinal este
que n&o foi observado nos dados obtidos na andlise de RMN de *C. Além disso, foi
possivel confirmar também a correlacéo entre H-8 e C-8, H-3 e C-3, H-5" e C-5, H-
2 e C-2, H6 e C-6, H-6” e C-6” através da convergéncia entre os seus
deslocamentos quimicos dispostos no eixo horizontal (RMN de *H) e vertical (RMN
de **C), conforme mostra a Figura 26.
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Figura 26: Espectro de RMN 2D-HSQC da amostra PM18, em DMSO-dg, a 400 MHz. Os pontos

vermelhos correspondem a grupos CH e CH3; enquanto que 0s pontos azuis aos grupos CH,.

No espectro de HMBC observa-se trés sinais com deslocamento quimico em
4,57 ppm referente ao hidrogénio anomérico (H-1"). Ao correlacionar esse
deslocamento quimico (H-1") com os seus respectivos sinais dispostos no eixo
vertical, referentes ao espectro de °C, evidencia-se que o H-1" acopla com os
carbonos C-2” (70,0 ppm), C-6 (109,0 ppm) e C-5 (161,0 ppm), confirmando que a
molécula de glicose esta ligada ao carbono C-6 da flavona. Além disso, observou-se
também sinais entre 6,0-8,0 ppm (*H) e 100-170 ppm (*3C) referentes aos
hidrogénios e carbonos da aglicona. No espectro de HMBC também foi detectado a
correlacdo entre o hidrogénio da hidroxila (OH-5) em 13,55 ppm e os carbonos C-6

(209,0 ppm) e C-10 (102,0 ppm), conforme mostra a Figura 27.
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Figura 27: Espectro de RMN 2D- HMBC da amostra PM18, em DMSO-dg, a 400 MHz.

A técnica espectroscopica COSY permite correlacionar e identificar
deslocamentos quimicos de hidrogénios da molécula através de seus acoplamentos
sequenciados (COSTA, 2014).

A partir da analise do espectro de COSY foi possivel identificar o

deslocamento de alguns hidrogénios da unidade de acucar (Figura 28).
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Figura 28: Espectro de RMN 2D- COSY da amostra PM18, em DMSO-dg, a 400 MHz.

A Figura 29 representada abaixo permite identificar os carbonos da porcéo
aglicona e glicona e correlacionar os resultados obtidos com os dados da literatura

apresentados nas Tabelas 14 e 15.

Figura 29: Representacgdo estrutural da flavona isoorientina.
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Tabela 15: Dados de RMN 'H (400 MHz) do composto isolado PM18 e dados da isoorientina obtidos
da literatura (PENG et al., 2005; WEN et al., 2007; COSTA et al., 2011).

Isolado PM18 Isoorientina Isoorientina Isoorientina
(ppm) PENG et al., 2005 WEN et al., 2007 COSTA etal., 2011

4,57 H-1” 4,58 H-1” 4,58 H-1” 4,56 H-1”
7,39 H-2’ 7,38 H-2' 7,42 H-2' 7,37 H-2'
6,87 H-5’ 6,90 H-5’ 6,89 H-5’ 6,86 H-5’
7,41 H-6’ 7,44 H-6’ 7,38 H-6’ 7,40 H-6’
6,64 H-3 6,64 H-3 6,49 H-3 6,64 H-3

13,55 OH-5 13,55 OH-5 - 13,55 OH-5
6,47 H-8 - 6,67 H-8 6,44 H-8

Tabela 16: Dados de RMN *C (100 MHz) do composto isolado PM18 e dados da isoorientina obtidos
da literatura (PENG et al., 2005; WEN et al., 2007).

Carbono Isolado PM18 Isoorientina Isoorientina
(Posicao) (ppm) PENG et al., WEN et al.,

2005 2007
2 164,0 163,4 163,2
3 103,0 102,4 102,8
4 180,0 181,5 181,8
5 161,0 160,6 156,2
6 109,0 108,9 108,8
7 165,0 163,4 163,6
8 94,8 93,7 93,5
9 156,0 156,3 160,7
10 102,0 102,8 103,4
1’ 122,0 121,6 121.4
2’ 114,0 112,9 113,3
3 145,0 145,9 145,7
4 150,0 150,4 149,7
5’ 116,0 116,0 116,0
6’ 120,0 118,8 118,9
17 73,0* 73,2 73,0
2” 70,0 70,5 70,6

3” 75,0 78,9 79,0
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47 70,0 70,2 70,2
5” 80,0 81,4 81,5
6” 61,0 61,3 61,7

(*) O deslocamento quimico (ppm) observado para o carbono C-1” foi obtido através da
técnica HSQC.

Portanto, apdés comparacdo dos resultados com os dados da literatura foi
possivel propor que a substancia isolada é a luteolina-6-C-B-D-glicopiranosideo,

também conhecida como isoorientina (Figura 30).

Figura 30: Estrutura quimica do composto PM18 (isoorientina) isolado de P. mucronata.

Os flavonoides C-glicosilados, derivados da apigenina e luteolina (vitexina,
Isovitexina, orientina, isoorientina) tém sido implicados como 0s maiores
constituintes bioativos presentes em Passiflora sp., sendo observados como bons
marcadores de qualidade para o género. Além disso, 0s mesmos possuem atividade
biolégica e sdo de interesse quimiotaxondmico, frequentemente utilizados como
marcadores gquimicos na analise de medicamentos fitoterapicos (BELTRAMIN et al.,
2009). Com relacdo a isoorientina, estudos tém revelado atividade antioxidante in
Vivo e in vitro, acao hepatoprotetora e atividade hipoglicemiante (FOLADOR, 2009).

5.5. Rendimento do creme

As massas de cada excipientes pesadas foram para o preparo de um creme
de massa final a 10 g. Apdés o preparo de cada creme, os mesmos foram
transferidos para um recipiente e quantificados. Ao substituir os valores de cada
massa na Equacdo 1 foi possivel calcular o rendimento de cada creme preparado

(Tabela 17). Observa-se que os cremes nao apresentaram um rendimento de 100%,
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apresentando perda de aproximadamente 11 a 18%. Isso pode estar relacionado a
etapa de transferéncia da massa para outro recipiente.

Tabela 17: Relacdo entre as massas obtidas (g) e rendimento (%) dos cremes néo ibnicos a base de
Passiflora mucronata e o creme né&o iénico branco.

Cremes néo ibnicos Massa (Q) Rendimento (% p/p)
Branco 8,456 84,56
0,12% 8,218 82,18
0,25% 8,823 88,23
0,50% 8,809 88,09

5.6. Andlise qualitativa | do experimento por CLAE-DAD

Esta técnica foi utilizada para obter o perfil cromatografico do extrato bruto e
das formulagbes de creme ndo idnico.

ApOs a analise obteve-se 0os cromatogramas do extrato bruto de P. mucronata
(Figuras 31, 32 e 33) e dos cremes nao idnicos preparados em trés concentracdes
diferentes e identificados como creme 0,12% p/p, 0,25% p/p e 0,50% p/p (Figuras
35,36 e 37).

Ao analisar o perfil cromatografico do extrato bruto de P. mucronata também
preparado em trés concentracdes diferentes (0,0012 g/mL, 0,0025 g/mL e 0,0050
g/mL), notaram-se dois picos majoritarios com tempos de retencéo de 18,38 e 18,85
min nas trés amostras do extrato analisadas e ambos 0s picos apresentam espectro
de UV caracteristico de compostos flavonoidicos. Além disso, os picos com tempos
de retencdo em 18,38 minutos referente a cada amostra de extrato analisada
apresentaram areas menores (Areas: 10151; 36626; 49352, respectivamente)
quando comparados aos picos com tempos de retencdo em 18,85 minutos (Areas:
15342; 466558; 68990).
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Figura 31: Cromatograma obtido por CLAE em coluna analitica de silica C18 de fase reversa (4.6 x
250 mm, 5 um; Nucleosil e Nucleodur®), sistema eluente em gradiente de MeOH/H,0 (pH 3,2 H,PO,)
2%—18% (10 min), 18%—20% (20 min), 20%—22% (5 min) e 22%—100% (10 min), com fluxo de
ImL/min e deteccdo no UV a 254 nm. Cromatograma do extrato bruto de P. mucronata na

concentracdo de 0,0012 g/mL com zoom entre os tg entre 18,0 e 20,0 min.

0 10 20 a0 40 50 min

Figura 32: Cromatograma do extrato bruto de P. mucronata na concentragdo de 0,0025 g/mL com

zoom entre os tg 16,0 e 22,0 min.
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Figura 33: Cromatograma do extrato bruto de P. mucronata na concentracdo 0,0050 g/mL com zoom

entre os tg 16,0 € 22,5 min.

Os flavonoides com esqueleto flavona e flavonol sdo normalmente detectados
em comprimentos de onda entre 240-400 nm (CHAGAS et. al., 2014). Na Figura 34
esta representado o espectro de UV dos picos majoritarios com tgr entre 18,37 e
18,87 minutos observados na amostra de extrato bruto preparado na concentracao
de 0,0012 g/mL. Dessa forma, a presenca de flavonoide no extrato bruto de
Passiflora mucronata pode ser justificada pelo espectro de UV, onde é possivel
observar as duas bandas caracteristicas de flavonoide, sendo a primeira mais
estreita e a segunda mais larga, com picos de absorcédo na faixa de 268-344 nm e
270-333 nm.
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Figura 34: Espectro de UV dos picos majoritarios nos tempos de retencao 18,41 e 18,87 minutos do

extrato bruto de P. mucronata na menor concentragéo (0,0012 g/mL).

Ao avaliar os cromatogramas obtidos do creme nao i6nico sem o0 extrato
(Figura 35A) e os cremes n&o idnicos contendo o extrato bruto de P. mucronata nas
concentracbes de 0,12% p/p (Figura 35B), 0,25% p/p (Figura 36) e 0,50% p/p
(Figura 37), observou-se que a amostra de creme 0,12% p/p ndo apresentou 0s
picos referentes aos flavonoides majoritarios evidenciados nos cromatogramas do
extrato bruto. Com isso, 0 seu cromatograma assemelhou-se ao do creme nédo
ibnico sem o extrato bruto de P. mucronata. Nas amostras de creme 0,25% p/p e
0,50% p/p foram observados ambos 0s picos nos tg 18,37 e 18,85 minutos e estes
tempos de retencdo sdo correspondentes aos picos do extrato bruto que
apresentaram espectro caracteristico de flavonoides (Figura 38).

O motivo pelo qual ndo foram observados os picos referentes a esses
flavonoides na amostra de creme 0,12% p/p pode ser explicado pelo fato da amostra
ter ficado muito diluida ao ter empregado o método de filtracdo e ao adicionar mais

solvente para compensar a perda de volume no filtro Millipore.
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Figura 35: Cromatograma obtido por CLAE em coluna analitica de silica C18 de fase reversa (4.6 x
250 mm, 5 um; Nucleosil e Nucleodur®), sistema eluente em gradiente de MeOH/H,O (pH 3,2 H,PO,)
2%—18% (10 min), 18%—20% (20 min), 20%—22% (5 min) e 22%—100% (10 min), com fluxo de
1mL/min e deteccéo no UV a 254 nm. Cromatogramas do creme n&o idnico branco (A) e do creme

0,12% p/p contendo extrato bruto de P. mucronata (B).
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Figura 36: Cromatograma do creme né&o idnico 0,25% p/p contendo extrato bruto de P. mucronata

com zoom entre os tg 17,5 e 20,0 minutos.
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Figura 37: Cromatograma do creme ndo ibnico 0,50% p/p contendo extrato bruto de P. mucronata

com zoom entre os tg 18,0 e 20 minutos.
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Figura 38: Espectro de UV dos picos detectados no creme 0,50% p/p nos tempos de retencao 18,36

e 18,83 minutos, correspondentes aos picos majoritarios observados no extrato bruto.
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Considerando as medidas tomadas para tentar contornar a questéo do creme
apresentar substancias graxas em sua composicao e a possibilidade de danificar a
coluna de CLAE, a utilizacdo do creme néo idnico no presente estudo foi descartada,
sendo a forma farmacéutica semissolida em gel a escolhida para dar continuidade a
pesquisa, afinal, essa forma farmacéutica é preparada a frio e necessita de
pouquissimos excipientes e materiais. Embora, a forma farmacéutica creme tenha
sido descartada, os resultados obtidos nas analises do creme permitiram tracar a
escolha da concentracao do gel a base de P. mucronata. Como visto anteriormente,
ndo foi possivel detectar a presenca de picos majoritarios correspondentes ao
extrato bruto na amostra de creme 0,12% p/p, sendo assim, optou-se por preparar a
amostra de gel ndo ibnico contendo o extrato bruto de P. mucronata na
concentracdo de 0,3% p/p. Vale ressaltar que tanto os cremes quanto 0s géis nao
foram preparados com conservantes visando evitar interferéncias nas analises e no
ensaio biolégico. Afinal, os conservantes parabenos (metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno, butilparabeno e benzilparabeno) comumente empregados no
preparo de formulacBes farmacéuticas e cosméticas também podem ser facilmente
detectados e gerar pico de absor¢cdo em 254 nm (OLIVEIRA & LIMA, 2008),
comprimento de onda este que foi estabelecido para a obtencdo dos cromatogramas
e deteccéo dos flavonoides nas amostras.

5.6. Andlise gualitativa Il e quantitativa do experimento por CLAE-DAD

ApoOs analise gqualitativa do cromatograma e espectros de UV do gel 001,
verificou-se a reprodutibilidade de apenas duas injecbes e notou-se nessas duas
analises picos com espectro de UV caracteristicos de flavonoides entre os tempos
de retencédo de 20,0 e 24 minutos (Figura 39) e vale destacar que os dois picos
majoritarios observados nas amostras do extrato bruto e dos cremes foram
observados nessa formulacdo também, entretanto, em tempos de retencdo um
pouco diferentes. Isso porque os eluentes utilizados para diluir os cremes e 0 extrato

bruto foram diferentes das demais amostras analisadas.
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Figura 39: Cromatograma obtido por CLAE em coluna analitica de silica C18 de fase reversa (4.6 x
250 mm, 5 um; Nucleosil e Nucleodur®), sistema eluente em gradiente de MeOH/H,0 (pH 3,2 H,PO,)
2%—18% (10 min), 18%—20% (20 min), 20%—22% (5 min) e 22%—100% (10 min), com fluxo de
1mL/min e deteccdo no UV a 254 nm. Cromatograma da amostra de gel 001 contendo extrato bruto

de P. mucronata com zoom entre os tg 20,0 e 24,0 minutos.
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Figura 40: Espectro de UV dos quatro picos com faixa de absorcéo entre 265 e 333 nm.
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Embora, as substéncias flavonoidicas identificadas ndo estejam muito
concentradas foi possivel fazer a quantificacdo dos flavonoides totais na amostra de
gel 001 contendo o extrato bruto de P. mucronata através da equacdo da curva de
calibracdo da rutina contendo cinco concentracdes diferentes da substancia, 0,15
pg/mL; 0,3 pg/mL; 0,6 pg/mL; 1,2 pg/mL e 2,4 pg/mL. O gréfico e a equagdo da
curva de calibragdo da rutina foram obtidos através da relacdo entre a média das
areas de cada concentracdo de rutina padrdo analisada (eixo y) e a quantidade de

rutina (ug) injetada em 20 pL (eixo x), conforme mostra a Tabela 18 e Figura 41.

Tabela 17: Resultado da quantidade de rutina injeta em 20 pL, média das areas (n=3), desvio padrao

(n=3) e coeficiente de variacdo de cada amostra de rutina padréo analisada.

Concentragdo Rutinainjetada Médiadas areas Desvio Padréo CV %
(ug/mL) (H9) (n=3) (n=3)

0,15 0,003 5375,47 170,63 3,17
0,3 0,006 11387,87 200,16 1,76
0,6 0,012 22968,53 303,80 1,32
1,2 0,024 46120,20 376,63 0,82
2,4 0,048 93815,93 947,48 1,01
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Figura 41: Curva de calibracédo da rutina. Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3).
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A area relativa referente a duas inje¢cdes da amostra gel 001 com picos de
absorcado entre 240 e 400 nm caracteristicos de flavonoides foi somada (Tabela 19)
e plotada na equacao da reta y= 1962590,20x — 570,58, e através da substituicdo de
y pela soma da area relativa com n=2, obteve-se o0 valor de x que refere-se a
guantidade de flavonoides, expresso em pg de rutina. A partir dessa massa calculou-
se o teor (% p/p) através de uma regra de trés (massa X 100/12) e posteriormente,

calculou-se a média e o desvio padrao do % p/p (Tabela 20).

Tabela 19: Soma das areas referentes aos picos com faixa de absor¢éo no UV tipicos de flavonoides,

observados em duas injecdes do gel 001.

Tempo de Area 1 Tempo de Area 2

Retencgéo (min) Reteng&o (min)
20,778 6572 20,703 5451
22,203 9601 22,097 5215
22,623 1296 23,050 1906
23,946 5349 23,821 2052
Total 22818 Total 14624

Tabela 20: Massa de flavonoides totais presente na amostra de gel 001 analisada, obtida através da
equacao da reta da curva de calibracdo de rutina e teor (% p/p) de flavonoides totais com resultados

expressos como média + padréo (n=2).

Amostra gel 001

Massa 1 (ug) Massa 2 (ug) Média da quantidade de
0,01192 0,00774 flavonoides totais
Teor 1 (% p/p) Teor 2 (% p/p) (ug de rutina)
0, 09931 0,06452 0,08191 + 0,02460

Apés comparacdo dos cromatogramas das subfracbes com o gel 001, tendo
em mente que as mesmas foram analisadas juntas e sob as mesmas condicdes
metodoldgicas, observou-se que o tempo de retencdo (tr= 22,08 min) obtido para a
subfracdo PM18 (isoorientina) também foi observado nas andlises do gel 001(tg=
22,20 min; tg= 22,09 min). Apesar de nao ter sido possivel fazer a co-injecéo do gel

001 com o composto isolado devido a pouca massa do isolado, através da soma das
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areas dos principais picos observados nos tempos de retencao de 22,0; 28,0 e 29,8
minutos nas subfracdes PM18, PM23, PM28 e PM33 foi possivel evidenciar que a
substancia detectada no tg de 22,0 apresentou a maior soma, o que permite inferir
gue essa substancia corresponde ao pico majoritario observado no extrato bruto de
P. mucronata e no gel 001 contendo o extrato. Diante dessa evidéncia podemos
considerar a isoorientina, composto isolado, como marcador quimico na formulacao.
Essa flavona esta compreendida entre a classe dos flavonoides C-glicosilados mais
citados e entre as escolhidas como marcador quimico nas espécies do género
Passiflora, conforme descrito por Gomes (2013) e Beltramin e colaboradores (2009).
Isso porque esses constituintes quimicos possuem grande prevaléncia e ampla

distribuicdo no género e estabilidade quimica (GOMES, 2013).

5.7. Analise qualitativa Ill do experimento por CLAE-DAD

ApGs analise qualitativa dos cromatogramas obtidos nas andlises do extrato
bruto concentrado, extrato bruto diluido, do gel base e do gel 002 (contendo o
extrato bruto de P. mucronata), verificou-se que as trés injecbes feitas tanto das
amostras de extrato bruto concentrado quanto de extrato diluido foram bem
reproduzidas, visto que possivel identificar as substancias de interesse através do
método de eluicdo empregado. Enquanto que a amostra de gel 002, apenas uma
injecdo pbde ser reproduzida, o que impossibilitou a quantificacdo de flavonoides
totais nessa formulacéao.

Vale ressaltar que essas andlises foram realizadas visando detectar a
presenca de compostos flavonoidicos bem como, do composto isolado no gel 002
para fazer a correlacdo entre os constituintes quimicos presentes no extrato bruto de
P. mucronata incorporado ao gel e o efeito terapéutico. Afinal, esta formulacao gel
002 também foi avaliada quanto a sua atividade cicatrizante em ratos Wistar.

Ao analisar os cromatogramas obtidos do extrato bruto concentrado de P.
mucronata com deteccdo em 254 nm (Figura 42), notou-se seis picos com
comprimentos de onda caracteristicos de flavonoides entre 271 e 347 nm e em
tempos de retencao entre 22,00 e 31,00 min (Figura 43). No entanto, apenas dois
picos desses seis sao majoritarios, com tg em 26,46 e 28,54 minutos com areas

médias (n=3) de 257515,0 e 455103,3, respectivamente. Nos cromatogramas da
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amostra de extrato diluido também foi possivel observar apenas esses picos
majoritarios com tempos de retencao correspondentes (Figura 44).

Apoés analise e comparacdo dos cromatogramas do gel base com gel 002,
observou-se que o gel 002 apresentou picos com tempos de retencdo
correspondentes ao gel base, entre 5,0-8,0 e em 24 minutos. Além disso, 0s picos
detectados nos tempos de retencdo 22,87; 23,68; 28,14; 29,79 e 30,40 minutos,
embora alguns tempos correspondam aos observados nos cromatogramas do
extrato bruto concentrado, os mesmos ndo apresentaram espectro de UV tipicos de
flavonoides, exceto a substancia detectada em 36,12 minutos que apresentou picos
de absor¢cdo no UV em 273 e 332 nm. Entretanto, ndo ha nenhuma substancia com
espectro de UV caracteristico de flavonoide no tempo de retencdo 36,00 min nas
amostras do extrato concentrado e diluido. Levando em consideracdo que essas
amostras apresentadas nesse item foram analisadas juntas sob as mesmas
condicdes analiticas, pode-se sugerir que o gel ndo ibnico (matriz) esteja interferindo
na deteccdo das substancias levando ao retardo da deteccdo das mesmas, afinal, o
mesmo tem carater hidrofilico, outro fator que poderia contribuir para isso € a grande
demanda de usuérios analisando suas amostras com mesma coluna utilizada no
presente trabalho que podem levar ao acumulo de substancias e com isso, favorecer
um ambiente para interacdes entre as substancias e retardar a deteccgéo.

Todavia, ao analisar os valores das areas referentes aos picos majoritarios do
extrato nota-se que o pico em 26 minutos € menor do que o pico de 28 minutos,
sendo este um fator comum em relacéo as outras analises apresentadas nos itens
5.5, onde o primeiro pico majoritario possui uma area menor do que o segundo pico
majoritario. Levando em conta que o pico em 28,5 minutos possui uma area maior e
gue a matriz pode esta interferindo, pode-se sugerir que o pico em 36,12 minutos
detectado no gel 002 seja o composto isolado, que também possui a maior area

guando comparado aos outros flavonoides detectados nas subfracdes.
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Figura 42: Cromatograma do extrato bruto de Passiflora mucronata na concentracdo de 14,8 mg/mL

com zoom entre os tg 22,0 e 31,0 minutos.
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Figura 43: Espectro de UV do extrato bruto de P. mucronata no comprimento de onda de 254 nm de

seis picos com faixa de absor¢ao no UV tipicos de flavonoides.
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Figura 44: Cromatograma do extrato bruto diluido (0,74 mg/mL) com zoom entre os tempos de

retengéo 25,0 e 30,0 minutos.
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Figura 45: Espectro de UV dos picos majoritarios observados na amostra do extrato bruto diluido nos

comprimentos de onda de 265- 333 nm e 265-356 nm e nos tempos de retencdo 26,77 e 28,88

minutos, respectivamente.
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Figura 46: Cromatograma do gel ndo idnico sem o extrato bruto de P. mucronata.
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Figura 47: Cromatograma do gel 002 contendo extrato bruto de P. mucronata com zoom entre 0s

tempos de retengéo 22,0 e 37,0 minutos.
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Figura 48: Espectro de UV da substancia detectada no tempo de retencdo 36,13 minutos, a qual

apresentou picos de absor¢ao caracteristicos de flavonoides.
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5.8. Ensaio bioldgico

5.8.1. Avaliacdo da atividade cicatrizante da formulagcdo a base de P.
mucronata em feridas cuténeas de ratos

Cicatrizacdo € um termo utilizado para definir o processo pelo qual um tecido
lesado é substituido por tecido conjuntivo vascularizado (DE ALMEIDA, 2014). Esse
processo biolégico complexo € dividido em fases que se sobrepdem: homeostasia e
inflamacé&o controlada, formacéo de tecido novo e remodelamento. A primeira fase
envolve interagbes entre diferentes tipos celulares e matriz extracelular com
liberacdo de mediadores inflamatérios. A segunda fase inclui reepitelizacéo,
formacéo de tecido de granulacdo e matriz extracelular (colageno, elastina e fibras
reticulares), além de angiogénese. E finalmente, na terceira fase, ocorre substituicéo

do colageno, apoptose e formacgéao da cicatriz (LEITE et al., 2015).
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Figura 49: Relacao entre os tipos celulares e as fases da cicatrizacdo (Fonte: DE ALMEIDA, 2014).
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Apés fazer a analise estatistica dos grupos néo tratado, tratado com gel a
base de P. mucronata e tratado com gel sem extrato a partir das fotos tiradas no 1,
3, 7, 10 e 14 dias, verificou-se que no dia 3° a area da ferida dos trés grupos
analisados ndo apresentaram diferencas significativas. Contudo, no dia 7° notou-se
que a area da ferida do grupo tratado com gel a base de P. mucronata (39,97+
13,93%) apresentou uma reducgdo significativa quando comparada ao grupo nao
tratado (69,88 + 7,53%). No dia 10°, essa reducao promovida por esse grupo tratado
com Passiflora continuou evidente quando comparado ao grupo néo tratado, ja no
14° dia essa reducéo da area néo foi significativa, conforme se observa na Figura 50
e Tabela 21.

Ao fazer a comparacado entre 0os grupos tratados com gel sem extrato e o gel
contendo extrato bruto de P. mucronata a reducdo da area nao apresentou
diferengas significativas, visto que os intervalos minimos e maximos da média
desses dois grupos se sobrepdem (Tabela 21). Embora, visualmente, o gréafico
representado na Figura 50 indique o contrario, ao fazer a andlise estatistica nao foi

possivel observar um p<0,05.
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Figura 50: Avaliagdo da atividade cicatrizante da formula¢@o gel contendo extrato bruto de P.
mucronata (gel 002). Dados apresentados como média + EPM, grupos com n>4, *p<0,05 comparado

ao grupo néo tratado.
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Tabela 21: Resultados da média e desvio padrao da area da ferida aberta obtidos nos dias 1, 3, 7, 10
e 14 de poés-operatério referente aos grupos nao tratados, tratados com gel branco e tratados com gel

contendo o extrato bruto de P. mucronata, n>4, *p<0,05 comparado com o grupo nao tratado.

Grupo néo tratado Grupo gel branco Grupo gel a base de

P. mucronata

Dias Média DP Média DP Média DP
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 100,000 0,000 100,000 0,000 100,000 0,000
3 80,060 4,960 74,230 10,910 81,950 9,260
69,880 7,530 47,000 16,480 39,970* 13,930
10 47,260 11,570 41,090 8,430 27,170* 10,530
14 11,060 10,190 11,350 4,460 5,750 4,150

Segundo De Oliveira (2008) entre o 7° e 14° dia correspondem ao periodo de
fibroplasia da cicatrizagdo, com presenca dos fibroblastos e miofibroblastos.
Considerando os resultados obtidos, nota-se que a formulacdo gel a base de P.
mucronata beneficiou especialmente a fase de fibroplasia. Segundo De Almeida
(2014) essa fase € marcada pelo aumento do numero de fibroblastos.

Garros e colaboradores (2006) observaram em seu estudo que a aplicacao
toépica (ImL) do extrato hidro-etandlico (70%) de Passiflora edulis em feridas
cutaneas de ratos apresentou efeito benéfico no processo cicatricial, sendo
evidenciado pelo aumento da proliferacao fibroblastica e melhor reepitelizacdo no 7°
dia de pdés-operatério, e a reacdo inflamatéria leucocitaria e colagenizacdo mais
intensa no 14° dia. Além dessa pesquisa outros autores observaram que
administracdo do extrato hidro-etandlico (70%) de P. edulis (250 mg/kg) na cavidade
peritoneal de ratos influenciou favoravelmente a cicatrizagdo de gastrorrafias (DA
SILVA et al., 2006), laparotomias medianas (GOMES et al., 2006) e anastomoses
colonicas (BEZERRA et al., 2006).

Os flavonoides possuem uma variedade de propriedades biologicas ja
relatadas na literatura tais como, a capacidade antioxidante, anti-inflamatorio,
hipoglicemiantes, antitumoral, antiviral e antibacteriana, assim como efeito
citoprotetor direto sobre o sistema vascular, pancreas e figado (FOLADOR, 2009).

Considerando todos os resultados apresentados nos itens anteriores, pode-se inferir
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que a atividade cicatrizante observada no grupo tratado P. mucronata esta
relacionada a presenca desses constituintes quimicos no extrato bruto de P.
mucronata incorporado ao gel ndo i6nio (gel 002) e provavelmente a isoorientina,
composto majoritario isolado, € um dos principais flavonoides responsaveis por

beneficiar o processo cicatricial.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados explicitados, pode-se concluir que foi possivel isolar a
luteolina 6-C-B-D-glicopiranosideo, também conhecida como isoorientina, do extrato
hidroalcoodlico obtido a partir das folhas Passiflora mucronata. Esse flavonoide
considerado majoritario, visto que apresentou um resultado final da soma das areas
maior, pode ser utilizado como marcador quimico.

Apés a analise dos cremes nédo ibnicos contendo o extrato bruto de P.
mucronata foi possivel identificar os dois flavonoides majoritarios apenas nas
amostras de creme 0,25% p/p e 0,50% p/p; devido a composicdo rica em
substancias graxas e possibilidade de danificar a coluna analitica esta formulacao
semissélida foi descarta. Entretanto, algumas informacdes obtidas nessas andlises
permitiu estabelecer a concentracdo da formulacdo gel contendo extrato de P.
mucronata.

Na formulacdo gel 001 foi possivel quantificar o teor de flavonoides totais
através a curva da rutina padrao, o qual apresentou teor equivalente a 0,08191 +
0,02460% p/p, expressos em ug de rutina. Além disso, foi feito a identificacdo do
composto isolado (isoorientina) na formulacdo através da comparacdo entre 0s
tempos de retencéo e area dos picos.

Na andlise qualitativa do gel 002 verificou-se apenas um pico caracteristico de
flavonoide no tempo de retencdo 36,12 minutos, tempo este que nao foi
correspondente aos tempos de retencdo dos picos caracteristicos de flavonoides
observados nas amostras diluida e concentrada de extrato bruto, sugerindo, portanto
que a matriz (gel base) esteja interferindo na deteccdo dessas substancias
flavonoidicas. Considerando o fato de o composto isolado ser o majoritario e que foi
observado apenas o0 pico com tg em 36,12 minutos, pode-se inferir que esse pico
seja a isoorientina.

No ensaio biologico de cicatrizacdo foi possivel observar uma promissora
atividade cicatrizante promovida pela formulacdo gel 002 contendo extrato bruto de
P. mucronata na concentragdo de 0,3% p/p. Afinal, a mesma promoveu um efeito
benéfico no processo cicatricial, em especial, na fase de fibroplasia que corresponde

ao periodo de proliferacao fibroblastica.
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