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Resumo

ALMEIDA, A.R. Caracterizagdo morfoanatdmica e quimica de Passiflora edulis Sims e
Passiflora setacea DC e seus mecanismos de cicatrizacdo de feridas em ratos. 2014.
135 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

O uso de fitoterapicos é difundido na cultura popular dos paises da América do Sul, substancialmente no
Brasil. Passiflora edulis Sims (tipo de maracuja) esta presente na lista da RENISUS e é uma espécie
utilizada para promover a cicatrizagdo de feridas cutaneas, no entanto, a literatura cientifica € pobre em
relagdo aos mecanismos de acdo da planta. Passiflora setacea DC é uma espécie silvestre de maracuja,
sendo mais resistente & morte precoce e infecgBes por patdégenos. Para este estudo procedemos a
obtencéo e fracionamento do extrato hidroetandlico a 60% das partes aéreas (folhas e caules) de Passiflora
edulis e Passiflora setacea. Posteriormente, obtivemos o perfil cromatografico em CCD e CLAE dos extratos
e das fracdes, isolando os compostos majoritarios e fizemos a andlise da capacidade oxidativa dessas
fragBes. Em uma segunda fase, verificamos a atividade cicatrizante dos extratos e das fracdes, em ratos,
através da analise macroscépica do processo de cicatrizacdo (area e tamanho do ferimento); analise da
migragcdo de neutrofilos (em bolsa de ar induzida no dorso dos animais) e mediadores inflamatorios
liberados (TNF-a, IL-13 e CINC-20/8) na bolsa de ar induzida. Os caracteres morfoanatdmicos
apresentados neste trabalho para Passiflora setacea irdo contribuir para sua morfodiagnose e
principalmente para sua distincdo da Passiflora oficial brasileira, Passiflora edulis. A triagem fitoquimica
demonstrou a presenca de compostos fenodlicos, tais como flavonoides e taninos e auséncia de alcaloides,
cumarinas e saponinas, nas duas espécies, Passiflora edulis e Passiflora setacea, sendo possivel a
diferenciagéo das duas espécies por técnica de CCD e CLAE. Na Passiflora setacea foi identificado um pico
majoritario que ndo foi encontrado na Passiflora edulis e que com uso de técnicas de CLAE semi-
preparativa, espectroscopia de massas e ressonancia magnética nuclear, este composto foi identificado
como sendo luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo. Todos os resultados observados nas analises bioldgicas
permitem concluir que estas duas espécies de Passifloras tém atividade cicatrizante e anti-inflamatéria
significativamente diversa dos sistemas empregados como controle e que podem constituir auxiliares

importantes no preparo de futuros medicamentos para melhoria do processo de cicatrizagao.

Palavras chave: Passiflora edulis Sims e Passiflora setacea DC, Citocinas, antioxidante,

reparo tecidual, CLAE, neutrdfilos, inflamagéo.



Abstract

ALMEIDA, A.R. Morpho anatomic and chemical characterization of Passiflora edulis Sims
and Passiflora setacea DC and their action in the cicatrization mechanisms of wounds in
rats. 2014. 135 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

The use of herbal medicines is widespread in popular culture of the South American countries, substantially
in Brazil. Passiflora edulis Sims (passion fruit) is present in the list of RENISUS and is a species used to
promote healing of skin wounds; however, the scientific literature is low in relation to the mechanisms of
action of the plant. Passiflora setacea DC is a wild species of passion fruit, being more resistant to early
death and infection by pathogens. In the first part of this work, we obtained the 60 % extract of aerial parts
(leaves and stems), of the two species, made the fractionation and phytochemical screening of Passiflora
edulis and Passiflora setacea. We obtained the chromatographic profile of the extracts and fractions on TLC
and HPLC, isolating the majority compounds and we made the analysis of the oxidative capacity of these
fractions. In a second phase, we verified the healing activity of extract and fractions in rats by macroscopic
analysis of the healing process (the area and size of injury); analysis of neutrophil migration (in air bag-
induced on the backs of animals) and inflammatory mediators released (TNF-a, IL-1p and CINC-2 a/B) on
the induced air bag. The macro and micro characters presented in this work for Passiflora setacea will
contribute to its diagnose and mainly for its distinction of the official Brazilian Passionflower Passiflora edulis.
The phytochemical screening demonstrated the presence of phenolic compounds such as flavonoids and
tannins and absence of alkaloids, coumarins and saponins in Passiflora edulis and Passiflora setacea, being
possible the differentiation of the two species by TLC and HPLC techniques. Passiflora setacea presented by
HPLC a major peak that was not found in Passiflora edulis and using semi-preparative HPLC technique,
mass spectroscopy and nuclear magnetic resonance, this compound was identified as luteolin-8-C-
rhamnosyl-glucoside. All results observed in biological analyses lead to the conclusion that these two
species of Passifloras have healing and anti-inflammatory activity significantly diverse from the control

systems and they can be important in the preparation of future medications to improve the healing process.

Keywords : Passiflora edulis Sims and Passiflora setacea DC, cytokines, antioxidant,

tissue repair, HPLC, neutrophils, inflammation.
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1. Introducao

A familia Passifloraceae destaca-se entre 0s principais grupos vegetais nativos
utilizados na medicina popular brasileira (CARLINI, 2003). O nome vulgar maracuja, de origem
tupi-guarani, € empregado para designar diversas espécies de Passiflora L. cultivadas por seu
valor ornamental, ou por suas propriedades medicinais e, mais destacadamente, pelos frutos
apreciados na alimentacdo. A lista da RENISUS (Relacdo nacional de plantas medicinais de
interesse do SUS — BRASIL ANVISA, 2010) inclui Passiflora alata Curtis e Passiflora edulis Sims.
Flavonoides como vitexina, isovitexina, apigenina, luteolina, quercetina, canferol, orientina e
isoorientina foram repetidamente identificados, e os flavondides chaftésido, isochaftésido,
isovitexina, orientina e vitexina foram descritos como os principais de Passiflora.

Nas regides interioranas do Brasil cataplasmas feitos com folhas de Passiflora edulis
tém sido usados pela populacdo como cicatrizante, para tratar infec¢des e inflamagdes cutaneas,
sem a comprovacdao cientifica dos seus potenciais beneficios (GARROS et al, 2006).

No entanto, o uso indiscriminado de medicamentos sintéticos ou naturais, sem 0s
necessarios estudos de seguranca, eficiéncia e eficacia, apresenta um grande risco a saude
(ROBINSON e ZHANG, 2011).

Das espécies vegetais que possuem atividade cicatrizante pode-se citar: Aloe vera (L.)
Burm. f. , Calendula officinalis L. e Matricaria chamomilla L. (SILVA G., 1999, LEON SARABIA et
al, 1999), porém pouco se sabe sobre os mecanismos farmacol6gicos envolvidos no processo de
reparo tecidual mediados por plantas. Nesse sentido, no presente estudo pretende-se focar na
atividade cicatrizante da Passiflora edulis Sims e Passiflora setacea DC e sua participagdo na fase

inflamatdria do processo de cicatrizagao.
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2. Revisao bibliogréafica

2.1. Passiflora edulis Sims

O género Passiflora L. € considerado o mais importante da familia Passifloraceae e
consiste de cerca de 400 espécies (CRONQUIST, 1981). As espécies de Passiflora, conhecidas
popularmente no Brasil como maracujas, apresentam uso tradicional importante como sedativos e
ansioliticos (BLUMENTHAL et al, 2000, DER MARDEROSIAN e BEUTLER, 2002). Apesar do
caréter oficial de Passiflora edulis (figura 1) no Brasil, fazendo parte da RENISUS, os estudos com
esta espécie sdo escassos, tanto em aspectos quimicos quanto farmacol6gicos (GOSMANN et al,

2011).

Figura 1. Passiflora edulis Sims (flores e folhas).

Fonte: http://odandy.blogspot.com.br/2007/04/passiflora-edulis.html

Gongalves et al (2006) verificaram que o extrato hidroetandlico das folhas de
Passiflora edulis diminuiu a inflamacdo aguda e aumentou a proliferacao fibroblastica, a
colagenizacdo e a neoformacao capilar na cicatrizacéo da bexiga de ratos. Bezerra et al (2006) e
Gomes et al (2006) também observaram que a administracdo pré-operatoria do extrato
hidroetandlico de folhas de Passiflora edulis influenciou de forma significativa na cicatrizacdo das

anastomoses col6nicas e melhorou a cicatrizacdo em laparotomias medianas em ratos.


http://odandy.blogspot.com.br/2007/04/passiflora-edulis.html
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Garros et al (2006) avaliaram a cicatrizacdo de feridas abertas em ratos com a
aplicacdo topica de extrato hidroetanolico de Passiflora edulis, verificando que o uso topico do
extrato de folhas de Passiflora edulis ndo apresentou macroscopicamente efeito significativo na
cicatrizacdo de feridas na pele de ratos; entretanto microscopicamente apresentou aumento da

proliferagdo fibroblastica no 7° dia e colagenizagdo maior no 14° dia de pos-operatorio.

Vale destacar que além dos trabalhos citados ndo existem outros na literatura que
foguem nos aspectos celulares e moleculares envolvendo o mecanismo de acdo dessa espécie na
cicatrizacdo. De uma forma geral existem pouquissimos estudos disponiveis sobre o efeito de
Passifloras no processo de cicatrizagdo, sendo a maioria desses estudos encontrados em revistas
brasileiras de pouco impacto e circulacdo restrita (Pub Med, Scielo e Thompson (Web of

Knowledgement — figura 2).

Figura 2. Nimero de publicagdes encontradas na revisao da literatura em diferentes bases de dados
(Pub Med, Thompson e Scielo) com as palavras chaves: Passiflora edulis e inflamagao, revisdo inflamagdo com
uso de Passifloras e Passifloras e Cicatrizagdo, em comparacdo com Passifloras em estudos envolvendo
ansiedade, ins6nia e atividade ansiolitica — ano 2000 a 2013.

B Passiflora edulis e inflamagdo

B Revisdo inflamagdo com uso
de Passifloras

Passifloras e cicatrizagdo

M Passifloras (ansiedade +
insOnia + atividade
ansiolitica)
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2.2. Passiflora setacea DC

Passiflora setacea é uma espécie de maracujazeiro (figura 3) muito apreciada em
doces e sorvetes e € conhecida popularmente por maracuja-do-sono, maracuja-sururuca,
maracuja de cascavel (OLIVEIRA, 2005). Porem esta espécie é pouco estudada, com quase
nenhuma informacao sobre sua composi¢cado quimica e efeitos medicinais. Passiflora setacea é
uma espécie de passiflora silvestre sendo, portanto mais resistente & morte precoce e a outras
doencas causadas por patégenos do solo (MENEZES et al, 1994, OLIVEIRA et al,1994, MELETTI

e BRUCKNER, 2001, FISHER, 2003).

Figura 3. Passiflora setacea DC (flor, folhas e fruto)

Fonte: http://www.brazilplants.com/passifloraceae/passiflora-setacea-ab.htm

Além disto, pesquisas em andamento na EMBRAPA CERRADOS (projeto Rede
Passitec — Desenvolvimento tecnoldgico para uso funcional das passifloras silvestres) indicam
que, por meio de cruzamentos atrtificiais, podem ser obtidos hibridos férteis e promissores, entre
Passiflora edulis e Passiflora setacea, com melhoria genética, produzindo mais sementes por
planta, o que é muito interessante economicamente (JUNQUEIRA et al, 2004). Estas duas
espécies sao de interesse, pois as duas além de terem frutos comestiveis, P. setacea tem

potencial farmacoldgico como P. edulis, por serem da mesma familia.


http://www.brazilplants.com/passifloraceae/passiflora-setacea-ab.htm
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2.3. Estrutura da pele

A pele é considerada o maior 6rgdo humano, possuindo cerca de 1,5 a 2,0 m? no
adulto médio. A pele se divide em trés camadas: (SALMON et al, 1994, BRAFF et al, 2005 e

WOLFF et al, 2008).

1. Epiderme - Camada superficial e bem fina. E formada por epitélio queratinizado,
escamoso e estratificado, sem vascularizagdo, cuja nutricdo se efetua por difusdo, através dos
capilares situados na derme. A constituicdo essencial da epiderme é determinada pelas células
denominadas queratinécitos. Formam a camada cérnea que é anucleada, achatada, com 15 a 40
células empilhadas. A transformacao de um queratindcito basal em um cérneo se processa em
torno de 26 a 42 dias nos seres humanos, acrescidos de cerca de 15 dias para descamacao. A
camada morta mais superficial é formada por queratina, que exerce uma barreira para germes

patogénicos, além de ser quase impermeavel a agua.

Outras células presentes na epiderme sdo os melandcitos. Estes possuem organelas
citoplasmaticas responsaveis pela sintese da melanina, a qual exerce papel importante na

determinacgdo da cor da pele e na sua protecéo contra a acao dos raios ultravioletas excessivos.

Existem ainda na epiderme as células de Merkel, que possuem granulos
citoplasmaticos, os quais contém substancias neurotransmissoras, com suposto envolvimento na

percepcédo da sensibilidade tétil.

2. Derme — Camada um pouco mais profunda e espessa, constituida por tecido
conjuntivo, subdividindo-se em duas camadas: papilar e reticular. A diferenca entre ambas
consiste no fato de que a reticular € composta por fibras coldgenas e fibroblastos, enquanto a
papilar situa-se na linha divisoria entre a derme e a epiderme, formando evagina¢fes na forma de
papilas. Estas possuem vascularizacdo sanguinea e linfatica, nervos e receptores sensitivos,

terminacdes nervosas responsaveis pela percepcdo de diferentes tipos de sensibilidade: tatil,
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térmica e dolorosa. Nessa camada acham-se os foliculos pilosos, os musculos eretores dos pélos

e as glandulas sebaceas.

3. Hipoderme - E constituida por tecido adiposo. Efetua a uni&o dos tecidos vizinhos
com a subcamada reticular da derme. Na jungdo dermo-hipodermica se acham localizadas as
glandulas sudoriparas. Localizam-se na hipoderme as terminacfes nervosas, denominadas
corpusculos de Pacini, e os vasos sanguineos, além de elementos celulares. A caracteristica
desse tecido € a de ser frouxo, o que lhe confere maleabilidade e elasticidade, com excec¢éo das
regibes palmares e plantares e dedos. A variacdo de sua espessura e a sua distribuicdo no

organismo varia de acordo com o sexo e com a idade.

2.4. Mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no processo de
cicatrizacao

Cicatrizagcdo € o termo utilizado para definir o processo pelo qual um tecido lesado é
substituido por tecido conjuntivo vascularizado. O processo envolve componentes da matriz
extracelular, células residentes (queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais, células nervosas),
leucocitos, e mediadores de natureza lipidica (prostaglandinas, leucotrienos, fator de agregacgéo
plaguetaria) e proteica (citocinas, e fatores de crescimento) (HATANAKA e CURI, 2007).
Didaticamente, o processo de cicatrizacdo é separado em quatro fases: () coagulacéo, (ll)
inflamacd&o, (lll) proliferacdo (formacdo de tecido de granulac&do) e (IV) remodelamento.
Estas fases ndo ocorrem isoladamente, trata-se de uma sequéncia de eventos celulares, teciduais

e bioquimicos organizados para restabelecer o tecido ap6s a leséo.
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Figura 4. Relacdo entre os tipos celulares e as fases da cicatrizacdo (HATANAKA e CURI, 2007).
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2.4.1 Fase de coagulagéo.

A fase de coagulacdo compreende todo o processo envolvido na formacédo de
coagulos de sangue que estancam o extravasamento de sangue para 0S espagos extravasculares
apos a lesdo vascular inicial. Este processo depende da interagdo entre plaguetas, fatores de
coagulacao e a parede dos vasos sanguineos. A fase de coagulacao inicia-se com a exposicdo do
tecido conjuntivo subendotelial que promove a adesédo de plaguetas através da interacao entre as
glicoproteinas da superficie celular (Gplb e Gpllb/llla) e do tecido conjuntivo. Adicionalmente uma
proteina circulante chamada fator de von Willebrand (VWF) une glicoproteinas plaquetérias (Gplb,
GPIX e GPV) as fibrilas de colageno, contribuindo na adeséo de plaquetas ao endotélio. Isso
resulta na ativacdo das plaquetas com liberacdo de conteddos armazenados nos granulos
plaguetéarios (ADP, serotonina, fator de ativagdo plaquetéria, VWF, o fator 4 plaquetério, e
tromboxano A2) na corrente sanguinea, o que resulta em amplificacdo da ativacdo plaquetaria
inicial. O tromboxano A2 liberado tem atividade vasoconstritora e o difosfato de adenosina (ADP)
induz a agregacgédo de plaguetas o que forma o tamp&o hemostatico primario. Adicionalmente, o
receptor Gpllb/Gpllla liga fibrinogénio permitindo a agregacdo plaquetaria. A formacdo de um
tampao secundério pode ser iniciada por duas maneiras diferentes: a via de ativagéo por contato

(intrinseca) e via do fator tecidual (extrinseca). Estas duas vias convergem a um ponto final
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comum que compreende a conversdo da protrombina em trombina, e forma um tampé&o
hemostatico mais estavel. A coagulacdo é limitada ao tecido ferido por inibidores da coagulacao,
tais como a antitrombina, trombomodulina e do sistema fibrinolitico. Distlrbios da coagulacao
resultam em hemorragias e ou trombose na area da lesdo (TERKELTAUB, 1998).

Apbs a lesdo e ativacado, as plaguetas liberam grandes quantidades de fatores como: o
fator de crescimento de plaquetas (PDGF), levando a quimiotaxia de leucécitos. Os fatores de
crescimento transformante beta (TGF-B, TGF-p1, TGF-2, TGF-B3) também sao liberados pelas
plaguetas e desempenham um papel importante no presente processo. TGF-31 é secretado pelas
plaguetas, pelos macréfagos e fibroblastos imediatamente apds a lesdo e desempenham um
papel central na infiltracdo de neutrofilos (a marca da fase inflamatoria) (CLARK e HERSON,

1988, GRINNEL et al, 1981).

2.4.2 Fase inflamatoria

A fase inflamatoria tem duracdo de aproximadamente 24 a 72 horas e caracteriza-se
pelo aparecimento dos sinais classicos da inflamacdo como dor, calor, rubor e edema. Os
mediadores quimicos inicialmente liberados por plaquetas e mastécitos provocam vasodilatacao,
aumentam a permeabilidade dos vasos e favorecem a quimiotaxia principalmente de neutréfilos e
mondcitos/macréfagos que tem como funcdo combater os agentes invasores e realizar a
fagocitose dos produtos resultantes da lise tecidual (MOLLINEDO et al, 1999). A exposi¢io
das células aos patdgenos e a leséo tecidual resultam na producdo e na liberacdo de diversos
mediadores quimicos, responsaveis pelas caracteristicas da area inflamada. Dentre  0s
mediadores da inflamagcdo encontram-se histamina, metabdlitos do acido araquidénico
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacdo plaquetaria, bradicinina, 6xido
nitrico, neuropeptidios e citocinas. Neutrofilos estdo intimamente envolvidos com as reacdes de
formacdo de tecidos através da producgédo de fatores de crescimento e citocinas, responsaveis pela
recomposicdo da celularidade regional e restabelecimento da homeostasia tecidual (MOLLINEDO

et al, 1999). A chegada de leucocitos ao local da inflamagdo depende de substancias
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guimioatraentes como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). As moléculas da
familia do fator de crescimento transformante beta (TGF-B): TGF- 31, TGF- B2 e TGF- 3 também
participam nesta fase do processo. A fase inflamatéria também é modulada por quimiocinas como
as proteinas inflamatérias para macrofagos (MIP), a proteina quimioatraente de macréfagos-1
(MCP-1), e a interleucina 8 (IL-8) (GILLITZER e GOEBELER, 2001). No sitio da inflamacao,
neutréfilos produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo de vital importancia na
atividade microbicida e inflamatoria destas células. (BABIOR, 1999; BORREGAARD et al, 1993).
Neutrdfilos estdo envolvidos com as reacdes de formacdo de tecidos através da
producdo de EROs, quimiocinas, fatores de crescimento (VEGF-a) e citocinas (TNF-a, IL-1(3, IL-8),
responsaveis pela recomposicdo da celularidade regional, restabelecimento da homeostasia

tecidual e sinalizacdo para o inicio da fase seguinte (MOLLINEDO et al, 1999).

2.4.3 Fase de formacéao de tecido de granulacao/proliferativa

Na fase proliferativa ocorre neoangiogénese, producdo de colageno jovem pelos
fibroblastos e intensa migracdo celular (principalmente queratinécitos), promovendo a
reepitelizacdo. Inicialmente, a migracdo e ativacdo de fibroblastos s&o intensificadas em
decorréncia da liberacdo de mediadores principalmente, por macréfagos, destacando-se fatores
de crescimento como TGF-a (Fator de crescimento transformante-alfa) e VEGF-A (Fator de
crescimento vascular — endotelial — A). O aumento do namero de fibroblastos é conhecido como
fibroplasia. Sua eficiéncia € dependente da ocorréncia em paralelo da formagdo de novos vasos
sanguineos (KNIGHTON et al, 1981; HARTLAPP et al, 2001).

Sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células endoteliais
do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar colagenase e ativador
do plasminogénio (WERNER e GROSE, 2003). As células epidérmicas entram imediatamente em
processo mitético, formando uma cicatriz devido ao acimulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO,

1987). Os queratindcitos nesta fase tornam-se células hiperproliferativas e migratérias que
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produzem e secretam componentes da matriz extracelular e polipeptideos sinalizadores, ao
mesmo tempo em que seu citoesqueleto € alterado para a producdo de queratina (MONTESANO

e ORCI, 1988).

2.4.4 Fase de remodelamento do tecido

A fase de remodelamento pode durar de meses a anos. Nesta fase, ocorre
reorganizacao do colageno e aumento da resisténcia da cicatriz, que adquire maior forca ténsil e
empalidece. Quando a ferida completou o seu fechamento e os microrganismos foram eliminados,
os linfocitos constituem o subsistema leucocitario mais abundante em feridas humanas (CLARK e
HERSON, 1988). Os linfécitos ndo sdo somente efetores imunes, mas também, produtores de
fatores de crescimento (ENGELHARD et al, 1998).

O remodelamento envolve etapas sucessivas de producéo, digestédo e orientacdo das
fibrilas de colageno. A deposicéo de colageno é feita a principio de maneira aleatoria tendo como
orientacdo a organizacdo da fibronectina e dependente da natureza e direcdo das tensbes
aplicadas ao tecido. Essas fibras sdo subsequentemente digeridas pela colagenase, novamente
sintetizadas e arranjadas de acordo com a organizag&o das fibras do tecido conjuntivo adjacente e
lateralmente ligadas por ligacdes covalentes. Essas ligacdes sao formadas entre moléculas de
tropocolageno no &mbito da fibrila e entre as outras fibrilas. Repeticbes sucessivas de lise,
sintese, direcionamento e ligacdo formam fibras maiores de colageno, resultando numa
configuracdo mais regular da cicatriz. Isto aumenta a sua resisténcia devido a organizacao das
fibras acompanhar as forgcas mecéanicas a que o tecido esta sujeito durante a atividade normal. Ao
final desta etapa, os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas sofrem regeneracao
limitada e a coloragdo da cicatriz permanece palida, pois a regeneracdo dos melandécitos €
deficiente e as cicatrizes sdo hipo-vascularizadas devido ao desaparecimento dos neocapilares.
Uma ferida somente pode ser considerada resolvida depois de concluida a maturacédo e
remodelagem da matriz extracelular.

Os eosindfilos aparecem nas ultimas fases do reparo e presume-se que podem estar

relacionados a producéo de fatores de crescimento (BLOTNIK et al, 1994).
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3. Justificativa do trabalho

Para que o potencial de uso da biodiversidade brasileira se transforme em alimentos e
produtos disponiveis para a populacdo urbana, faz-se necessaria a geracdo simultdnea de
tecnologias e informaces em varias areas do conhecimento para subsidiar todos os elos da
cadeia produtiva de forma sustentavel.

O Brasil é centro de diversidade do género Passiflora com mais de 150 espécies
(CUNHA et al., 2002). Apesar dos diversos beneficios atribuidos ao género para a melhoria da
saude, apenas trés espécies sdo utilizadas pela inddstria. Dentre elas, somente Passiflora edulis,
0 maracuja azedo, atende ao mercado de alimentos.

Com a finalidade de fornecer conhecimentos minimos, mas suficientes, para que os
frutos e folhas de outras espécies do género cheguem a populagdo de forma segura, a rede
Passitec em sua Etapa | (“Desenvolvimento tecnologico para uso funcional das Passifloras

silvestres” - infoseg 02080500500) integrou diferentes areas do conhecimento e gerou um

conjunto de tecnologias sustentaveis para os elos da cadeia produtiva.

Nesta etapa a rede da Embrapa trabalhou, principalmente, as variedades de Passiflora
alata Curtis, Passiflora setacea DC, Passiflora tenuifila Killip e Passiflora nitida Kunth., resultantes
das pesquisas da Rede de Melhoramento Genético do Maracujazeiro - Embrapa Cerrados. Estas
cinco espécies foram escolhidas por apresentarem maior potencial de mercado pelas
propriedades benéficas dos frutos a saude (COSTA e LIMA, 2010). No nosso caso a énfase foi
dada as espécies Passiflora edulis e Passiflora setacea, pois além destas serem as duas espécies
com os frutos apreciados na alimentagéo, Passiflora edulis j& tem comprovada acao farmacolégica
e Passiflora setacea por ser do mesmo género, pode ter algum potencial farmacolégico.

Na area quimica a EMBRAPA realizou a quantificacdo e caracterizacdo de alguns
compostos de interesse funcional. Foram confirmadas propriedades benéficas para o sistema
nervoso da polpa de Passiflora setacea obtida pelo método da Embrapa.

Outra forma de aplicacao clinica de Passiflora edulis € seu preparo como cataplasma
e locdo, usado para tratar infeccbes e inflamacgdes cutaneas. A despeito do seu uso frequente
pela populagédo, ndo foram identificados estudos cientificos avaliando a possivel eficacia das
Passifloras quando aplicadas localmente em feridas abertas (GARROS et al, 2006, PEREIRA e
VILEGAS, 2000).
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A proposta de continuidade do projeto da EMBRAPA também foca a longevidade e
seguranca dos produtos in natura e processados e enfatiza a pesquisa de efeito biolégico e
composicado de bioativos. Os resultados subsidiardo o registro de produtos de acordo com a
legislacdo vigente. Para viabilizar as acdes, a rede conta com a colaboracdo efetiva de 27
instituicdes, entre as quais a Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. O
objetivo final € que a sociedade usufrua dos beneficios propiciados pelos alimentos promotores de
saude.

No uso das Passifloras como cicatrizantes o conhecimento dos mecanismos pelos
quais Passiflora edulis e Passiflora setacea interferem nas fases de reparo tecidual é essencial
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Desta forma, este estudo visa definir
possiveis efeitos destas duas espécies de Passifloras na fase inflamatéria do processo de
cicatrizagdo de feridas.

Nesse sentido, utilizaremos neutrdéfilos, pois estas células estdo envolvidas com as
reacOes catabdlicas de degradacdo de tecidos através da producdo de proteases e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio; apresentam atividade no processo de angiogénese e formacédo
de tecidos através da producdo de fatores de crescimento e liberagdo de citocinas (PARK e
BARBUL, 2004; GILLITZER e GOEBELER, 2001; WERNER e GROSE, 2003). Sabe-se que a
producdo excessiva de citocinas e de espécies reativas de oxigénio por leucdcitos pode levar a
lesdo tecidual e a morte celular. Sendo assim, a hiper ou hiporresponsividade encontrada em
células tratadas com Passiflora edulis e Passiflora setacea pode desencadear ativacao
apropriada, contribuindo para o processo de cicatrizacdo, ou inapropriada, aumentando a
susceptibilidade do organismo a micro-organismos invasores. Neste aspecto, acreditamos na
importancia de estudos que verifiquem se Passiflora edulis e Passiflora setacea afetam a
migracao de neutrofilos, a liberagdo de citocinas importantes no processo como TNF-alfa, IL-1beta
e CINC-2a/B, bem como seu potencial antioxidante.

Varios pontos séo relevantes quando consideramos que Passiflora edulis e Passiflora
setacea contém substancias que podem regular o processo de regeneracdo do tecido. Por
exemplo, para otimizar a intervencédo terapéutica, torna-se necessario o conhecimento prévio do

efeito do farmaco na cronologia da lesdo, a fim de maximizar os efeitos benéficos do tratamento.
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Extratos de origem vegetal séo utilizados em ferimentos, principalmente em paises da
América Latina (CARDOSO et al, 2004). O grupo da EMBRAPA também tem como meta avaliar a
seguranca de consumo e eficécia biolégica de pelo menos dois ingredientes/produtos elaborados
com Passifloras de acordo com as possiveis propriedades bioldgicas dadas pela composi¢ao
quimica e uso popular disseminado.

Nossa perspectiva futura € de que, se houver efeitos benéficos, estes sejam
evidenciados, bem como o mecanismo envolvido determinado. Além disso, sera possivel

desenvolver formulacdes (biomembranas, géis, pomadas) para uso humano.
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4, Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi verificar a atividade cicatrizante de Passiflora
edulis e Passiflora setacea, focando no estudo da fase inflamatéria do reparo tecidual e nas
funcdes de neutrdfilos através de ensaios in vivo.

Para tal empregaremos os seguintes passos:

¢ Obtencao do extrato hidroetandlico a 60% das partes aéreas (caules e folhas)
de Passiflora edulis e Passiflora setacea;

¢ Fracionamento dos extratos hidroetandlicos com acetato de etila e agua,;

e I[dentificagdo morfoanatémica macro e microscopica,;

e Triagem fitoquimica dos extratos e das fracoes;

¢ Obtencao do perfil cromatogréafico em CCD e CLAE dos extratos e das fracoes;

e Isolamento e identificagdo dos compostos majoritarios;

¢ Analise de endotoxinas in vitro

e Andlise da citotoxicidade in vitro em neutrofilos com contagem de células e
determinacdo de integridade de membrana e taxa de fragmentacdo de ADN e dosagem de
citocinas (SEILER et al, 2004).

e Verificacdo da atividade cicatrizante do extrato e das fragbes, apds a indugédo de
ferimento em ratos, através da anélise macroscépica do processo de cicatrizacao (area e tamanho
do ferimento); analise da migracdo de neutrofilos em bolsa de ar induzida no dorso e mediadores

inflamatorios liberados (TNF-a, IL-13 e CINC-2a/B) na bolsa de ar induzida em ratos.
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5. Metodologia

5.1. Coleta do material vegetal

As folhas e ramos de Passiflora edulis Sims, hibrido BRS, gigante amarelo, foram
obtidas de uma area de plantio experimental comercial, em DF Planaltina (2) — Nucleo Rural do
Pipiripau, conforme coordenadas 15°32'30.08"S; 47°31'14.59"0, pela EMBRAPA CERRADOS
para avaliacdo de cultivo e conducdo de pragas e doencas, servicos ambientais. O plantio foi
conduzido em sistema convencional (OLIVEIRA e RUGGIERO, 2005). A idade do plantio foi de 3
anos com a colheita em final de ciclo. Os ramos terminais estavam com folhas verdes entre 0,2 a

1 m de comprimento, na por¢do mediana da planta.

Data de colheita da amostra Passiflora edulis: 06 de Setembro de 2012 (periodo seco -

estresse hidrico pela baixa umidade relativa do ar).

Area de avaliacdo de Passiflora setacea: Palmas — Tocantins. Regido centro leste do
Tocantins — Santa Teresa do Tocantins. Coordenadas em UTM 8.872.129 mN, 8.857.794
mN,182.305 mE e 225.710 mE. — Area com ensaios para ajuste de tratos culturais, sistema de
conducédo e cultivo. Ramos com folhas verdes entre 0,2 a 0,4 m de comprimento, na porcao

mediana da planta.
Data de colheita da amostra Passiflora setacea: 12 de marcgo de 2012.

Estas espécies vegetais fazem parte do projeto Rede Passitec — Desenvolvimento
tecnolégico para uso funcional das passifloras silvestres, da EMBRAPA CERRADOS - Projeto

Infoseg 02080500500 e registro CGEN 02000.002921/2008-6.
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5.2. Elaboracao dos extratos

As partes aéreas das espécies vegetais Passiflora edulis e Passiflora setacea foram
rasuradas e secas em estufa com circulagcdo de ar a 40° C e pulverizadas em moinho de facas e
martelos (tamis de 1 mm). Os extratos hidroetandlicos a 60% foram obtidos por percolagédo das
drogas vegetais, segundo o método A da Farmacopéia Brasileira 2° ed (1959). Os extratos
hidroetandlicos foram concentrados a pressao reduzida em evaporador rotativo Buchi R-114 a
temperatura de 40° C, resultando nos extratos brutos de cada espécie. A 4gua remanescente nos
extratos brutos foi retirada por liofilizacdo, em liofilizador LK4, da marca Edwards do Brasil,

produzindo os extratos hidroetandlicos liofilizados (EHEL) de cada Passiflora.

Os extratos brutos liofilizados das duas espécies de Passiflora foram fracionados por
particdo liquido-liquido com acetato de etila e agua, na proporcéao de 10 g de extrato para 100 ml

de cada solvente.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=Cp1nBF700MPirM&tbnid=gjFEhlL_XyjKYM:&ved=0CAUQjRw&url=http://revistaescola.abril.com.br/geografia/pratica-pedagogica/biomas-brasileiros-parte-4-cerrado-553076.shtml&ei=5fJPU8DjOYWa0gGtvIHAAg&bvm=bv.64764171,d.dmQ&psig=AFQjCNFTbvSl2OfywTEyswCIMN0ETTNbZg&ust=1397834823047905
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5.3. Estudo morfoanatomico

Os caracteres analisados no estudo da morfologia das drogas vegetais, constituidas
de folhas e de caules, foram: filotaxia, forma do limbo, nervacéo, indumento e peciolo (tamanho x
didmetro). A terminologia empregada na descricdo das formas foliares e padrdes de venacao
seguiu a sugerida por Hickey (1973). A caracterizagdo macroscopica foi efetuada a vista
desarmada e com auxilio de lupa esteroscépica Wild Heerbrugg®. A caracterizacéo anatdmica das
folhas foi realizada em cortes preparados com as drogas vegetais reidratadas e/ou material
conservado em etanol 70% (v/v) (BERLYN e MIKSCHE, 1976). Os cortes transversais, 0s
longitudinais radiais e os cortes paradérmicos das folhas, foram efetuados a méo livre, com o
auxilio de lamina de barbear. Os cortes das folhas foram efetuados no terco mediano inferior da
lamina foliar plenamente desenvolvida. Os cortes do peciolo foram efetuados na por¢do proximal,

mediana e distal a lamina foliar.

Inicialmente, os cortes histoldgicos foram diafanizados com solugéo de hipoclorito de
sédio a 50% (v/v). Apos lavagem com agua destilada, foram tratados com corantes e reativos
adequados para cada tipo de estrutura. Na obtengéo das preparagfes semipermanentes os cortes
foram corados com soluc¢des de azul de astra e safranina (BUKATSCH, 1972) e montados, entre

lamina e laminula, em glicerina:agua (1:1) (OLIVEIRA et al, 2000).

Na dissociacdo do material vegetal, empregou-se aquecimento a 60 °C em uma
solucdo contendo volumes iguais de perdéxido de hidrogénio a 20% e acido acético glacial
(FRANKLIN, 1945). O material obtido foi corado com uma solugédo de safranina e azul de Astra

(BUKATSCH, 1972).

Os cortes foram observados com auxilio de microscopio Olympus® e as fotos foram

obtidas com auxilio de camera digital Sony ® DSC-P100. As fotos foram tratadas em
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microcomputador. Foi utilizado também o microscépio Jenaval — Carl Zeiss®, com polarizagéo

cruzada.

5.4. Triagem fitoquimica

A Triagem fitoquimica foi realizada para o EHEL e para as frac6es. Foram realizados
testes para os seguintes grupos de principios ativos:

a. Cumarinas: visualizacdo em solucéo alcalina com aparecimento de coloragéo
amarela, e visualizacdo do extrato sob a luz UV (fluorescéncia azul ou verde) (SIMOES et al,
2006);

b. Polifenois: reacdo com cloreto férrico (FeCls) (SIMOES et al, 2006);

C. Flavonoéides: cianidina (Shinoda), cloreto de aluminio e hidréxido de sédio
(COSTA, 2001);

d. Taninos: acetato de chumbo, proteina (gelatina), alcal6ides, reacao com
FeCls. (COSTA, 2001; SIMOES et al, 2006);

e. Saponinas teste de espuma (COSTA, 2001).

f. Alcaloides: reagente de Bertrand (acido silicotungstico a 5%), reagente de
Bouchardat (solugdo aquosa de iodo em iodeto de potassio), reagente de Dragendorff (solugédo
aquosa de acido nitrico 6%, subnitrato de bismuto 8% e iodeto de potassio a 23%) e reagente de
Mayer (solugé@o de cloreto férrico a 1,3 % e de iodeto de potéassio a 5%) (WAGNER e BLADT,
1996).

5.5. Perfil cromatografico e isolamento dos compostos

majoritarios

5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada

O perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizado para

0 EHEL e para as fragbes com o seguinte sistema:



a. Cromatografia ascendente;

b. Placas de vidro de 20 x 20 cm, recobertas com silica gel 60g;s4;
c. Saturacao total (1 hora), temperatura ambiente;

d. Concentragao do extrato de 1 mg/mL;

e. Fases moveis, reveladores e visualizacao:

e.l. Alcaloides: Fase mdvel = Cloroformio: MeOH : NH; 10% - (80:40:1,5)

(WAGNER e BLADT, 1996) — Revelacdo: Reagente Dragendorff.

e.2. Flavonoides: Fase movel 1 = Acetato de etila: H,O: Acido acético : Acido
formico (100:26:11:11) e Fase movel 2 = Tolueno: Formiato de etila: Acido férmico
(50:40:10) — Revelacao: revelador NP (acido difenilbérico 2-amino etiléster) (WAGNER e
BLADT, 1996; COSTA, 2001) e visualizagdo ultravioleta a 366 nm (ap6s NP) e revelador
anisaldeido sulfarico seguido de aquecimento a 100° C por 5 minutos (WAGNER e BLADT,

1996).

e.3. Taninos: Fase movel 1 : alcool terc-butilico: acido acético : H,O (3:1:1) e
Fase movel 2 : acido acético 6% (STHAL, 1967) — Revelagdo: FeCl; 10% em etanol e
Ferricianeto de potassio a 50% em etanol (KsFeCNg — solugéo saturada) — spray — mistura

1:1.

5.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Condicdes analiticas da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com detector

de arranjo de diodos (DAD) e Espectrofotdmetro de massas Bruker (MS) estdo descritas a seguir:

Para os extratos hidroetandlicos brutos liofilizados de Passiflora edulis e Passiflora

setacea, foram empregadas amostras com 1 mg/mL, dissolvidos na fase mével empregada na

CLAE. A fracdo aquosa também continha 1 mg/mL do extrato bruto liofilizado dissolvido em agua

e filtrado em membranas de 0,22 pm.
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A fracdo em acetato de etila para as duas espécies vegetais foi levada a secura e
redissolvida em 1 mL de fase movel.
As analises de CLAE/DAD/MS foram realizadas em um equipamento Shimadzu 20A :
Controladora: CBM-20A- Shimadzu
Bombas: LC-20AD Shimadzu
Detector: SPD-20A - Shimadzu
Forno: CTO-20A - Shimadzu
Autoinjetor: SIL 20AC — Shimadzu
A separacdo foi feita em uma coluna Phenomenex Luna C-18 (250 mm x 4.6 mm — 5
um), acoplada a uma pré-coluna contendo a mesma fase estacionaria. As amostras foram
injetadas automaticamente (20,0 uL — contendo 20,0 pug de cada extrato e fragdes). A coluna e
pré-coluna foram termostaticamente controladas a 40° C e um fluxo de 0.8 mL/min foi aplicado,
usando um gradiente linear de agua com 0,2% de acido férmico (solvente A) e acetonitrila com
0,2% de acido férmico (solvente B), conforme metodologia desenvolvida por Rehwald et al (1994)
e validada por Zeraik e Yariwake (2010).
O gradiente otimizado para as amostras de Passiflora edulis e Passiflora setacea foi
de:
0-10 min - 12% de B em A,
10-30 min — 20% de B em A.
Os cromatogramas foram obtidos a 330 nm.
Nesta andlise por CLAE foi empregado também um detector de massas Bruker -
Esquire 3000 Plus - Bruker Daltonics — espectrdmetro de massas quadrupole ion trap com as
seguintes condi¢des analiticas:
Capilar: 4000 V
Nebulizador: 27 psi
Gas de desolvatacao: 7 L/min (Nitrogénio)
Fluxo gas nebulizador: 1 L/hora

Temperatura de secagem: 320° C
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Temperatura da fonte: 120° C
Voltagem do cone: 65 V
O instrumento foi operado no modo positivo com uso de Electron spray lonization (ESI
— ionizacéo por elétron spray).
Nestas analises foram empregados padrdes de orientina (luteolina-8-C-glicosideo —
C,1H2001;1) e vitexina (apigenina-8-C-glicosideo — C,;H»004) (Fluka — Sigma Aldrich), como

auxiliares para identificacdo dos picos obtidos.

5.6 Quantificacédo de flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonoides totais foi empregado o método colorimétrico
utilizando o cloreto de aluminio (AICI; - Merck) como agente complexante. Sabemos da literatura
(MARCUCCI et al, 1998), que o ion AI** se complexa com os oxigénios vicinais presentes nos
flavonoides, ocorrendo um deslocamento dos seus maximos de absorcdo para regifes de maior
comprimento de onda (deslocamento batocrémico), possibilitando a quantificacdo dos mesmos.
Outros compostos fendlicos, que comumente acompanham os flavondéides nos tecidos vegetais,

mesmo formando complexos com cloreto de aluminio (AICI3) absorvem em comprimentos de onda

inferiores, minimizando interferéncias nas medidas de absorbancia (MARCUCCI et al., 1998,
MARKHAM, 1982). A figura 6 representa os trés sitios quelantes possiveis presentes nos

flavonoides: grupos 3-OH, 5-OH e 3’-4’-O-diOH.

Figura 6: Reacdo de complexacéo de flavonoide com cloreto de aluminio. (MABRY et al, 1970).
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A metodologia utilizada foi adaptada da Farmacopeia Francesa (POZZI, 2007). A
guantificacao foi realizada em placas de 96 pocos (Microplate flat — Cralplast — cod: 655111) e as
absorbéancias determinadas, apds 30 minutos da adicdo do agente complexante (solucdo de AIClI;
a 2% em etanol 60%), em espectrofotdmetro Spectra Max 190 — Molecular Devices® em um
comprimento de onda de 430 nm. As amostras foram analisadas em triplicatas.

Para a execucgédo da técnica utilizou-se vitexina em etanol 60% como padréo externo.
A construcdo da curva de calibracao foi preparada a partir da solucdo de vitexina (Fluka — Sigma
Aldrich) de concentragcao de 1 mg/mL que foi diluida nas seguintes concentragbes: 150 ug/mL,
100 pg/mL, 75 pg/mL, 50 yg/mL, 37,5 ug/mL e 25 pug/mL. Em seguida, adicionou-se a cada 2,0 mL

das diluicbes do padrdo mais 2,0 mL de uma solucdo de AICI3 2% em etanol. Etanol 60 % foi

utilizado como branco. A concentracdo de flavonoides foi calculada de acordo com a equagéo da
reta, obtida da curva de calibracdo. A quantificacdo de flavonoides foi realizada para o extrato
bruto, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa de Passiflora edulis e de Passiflora setacea. Foram
preparadas solugbes em etanol 60 % com concentracdo de 5 mg/mL para as trés fragcbes. Os

valores foram expressos como média seguida dos seus respectivos erros padrao.

5.7  Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi medida pelo teste de DPPHe (2,2’-difenil-1-picril-hidrazila —
Sigma-Aldrich) radicalar, segundo o método de Brand-Williams (BROINIZI et al, 2007; SILVA F. et
al, 1999). DPPHe- é caracterizado como um radical estavel devido a deslocalizacdo do par de
elétrons na molécula. Isto faz com que a molécula ndo sofra dimerizagdo, como acontece com
outros radicais livres. Esta deslocalizacdo do par de elétrons livres produz cor violeta
caracterizada por absorver em 517 nm. Quando a solu¢cdo de DPPHe é misturada com uma
substancia que pode doar um atomo de hidrogénio (figura 7), a forma reduzida é formada, o que é
acompanhado pela perda da coloracéo violeta.

Dessa maneira, o teste mede a capacidade de uma substancia potencialmente

antioxidante de sequestrar radicais livres.
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Figura 7: Reagao de DPPHe (radicalar) com um antioxidante (PISOSCHI et al, 2009).
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O Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromane-2-carboxilico — Sigma-Aldrich) foi
empregado como substancia referéncia, por ser um derivado hidrossolluvel da vitamina E, com
forte poder antioxidante (sequestrador de radicais livres). A CEso (concentracdo efetiva para
causar 50 % de decaimento da cor violacea) foi calculada a partir da regressao linear da curva
dose/resposta. Para a curva de calibracdo o Trolox® foi empregado nas concentragdes finais de

15, 20, 30, 40 e 50 pg/mL.

Em placas com 96 pogos (Microplate flat — Cralplast — cod: 655111) foram adicionados
50 pL das amostras a serem testadas das duas Passifloras (extrato bruto (EHEL) e fracdo aquosa
— concentracdo de 5 mg/mL cada) e do Trolox® diluidos em metanol 80%. Nas amostras e na
referéncia foram acrescentados 150 uL de DPPH- radical na concentracdo de 0,06 mM. A
solubilizacdo do DPPH?- radical foi feita primeiro em metanol puro e apds a completa solubilizacao,
agua foi adicionada para obter a proporcdo de metanol 80%. A amostra controle foi obtida com 50
uL de metanol 80% e 150 uL da solucdo de DPPH- radical e para o branco foram utilizados 200
pL de metanol 80%. ApoOs duas horas de reacdo no escuro a absorbéancia foi determinada a 517
nm em espectrofotdmetro Spectra Max 190 — Molecular Devices® . As amostras foram
processadas em triplicata.

O calculo da reducao percentual do DPPH- radical foi efetuado da seguinte forma:

% reducdo DPPHe = [(AbScont — AbSam) / AbScond X 100
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Onde:
Abs..n: = absorbancia controle

Abs,,, = absorbancia amostra e ou Trolox®

5.8 Endotoxinas

O ensaio de endotoxinas foi realizado pelo laboratério CONFAR® (Laboratério de
Controle de Medicamentos, Cosmeéticos, Domissanitarios, Produtos afins a as Respectivas
Matérias-Primas), sob responsabilidade da prof. Dra. Terezinha de Jesus Pinto, nos extratos
brutos liofilizados (EHEL) de Passiflora edulis e Passiflora setacea.

O teste realizado foi o LAL (Limulus amebocyte lysate) utilizando o kit Lonza® 50-
650U (LIMULUS AMEBOCYTE LYSATE, LONZA, 2013), com deteccdo de endotoxinas de
bactérias gram-negativas. As amostras sdo misturadas com o reagente LAL, colocadas em placas
e incubadas, sendo determinado o tempo necesséario para produzir uma coloracdo amarela. A
presenca de grande quantidade de endotoxinas faz com que a reacdo seja rapida, ou seja, o
tempo de reacdo é inversamente proporcional a quantidade de endotoxinas presentes. A
concentracdo de endotoxinas em amostras desconhecidas pode ser calculada através do uso de

curvas padrao.

5.9 Ensaios biolégicos

Os ensaios de cicatrizacdo foram realizados nas instalagdes da Universidade Cruzeiro
do Sul, sob a coordenacédo da Profa. Dra. Elaine Hatanaka, e aprovados pelo comité de ética da
referida instituicdo com o protocolo CE/UCS-022/2013 de 14 de maio de 2013 e ratificados pelo
comité de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP. Todos os experimentos com
animais foram realizados durante a fase clara, uma vez que a acrofase da inflamacéo ocorre neste
momento, devido a libera¢do de melatonina na fase escura (LOPES et al, 1997).

As amostras dos extratos hidroetandlicos liofilizados (EHEL) das espécies vegetais
foram dissolvidas em tampé&o isotdnico fostato-salino PBS pH = 7,4 (phosphate buffered saline)

estéril e filtradas em membrana Millipore® 0,22 pm.
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5.9.1 Culturacelular

Com intuito de diminuir o numero de animais empregados neste estudo, neutrofilos
foram obtidos por separacdo do sangue de trés voluntarios adultos saudaveis do sexo masculino,
em trés dias diferentes. O sangue tratado foi centrifugado por 10 min. a 4° C em 500 G. As
condicBes de incubacdo dos neutréfilos foram: meio de cultura RPMI — 1640® (Cultilab®) com
10% de SBF (soro bovino fetal), (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), adicéo de 10* células
por poco em placas de cultura (Tissue culture testplate 96F — TPP 92096), incubacdo a 37° C e
5% de CO,. O numero de células viaveis foi determinado por contagem em camara de Neubauer
por exclusdo de trypan blue em microscopio Optico. Os tratamentos foram preparados dissolvendo
os extratos hidroetandlicos liofilizados (EHEL) de Passiflora edulis e Passiflora setacea em PBS a
uma concentragdo de 1 mg/mL, e filtrados com membrana de 0,22 um. Como controle foram
usadas células néo tratadas. Todas as analises foram feitas em duplicatas para cada um dos trés
voluntarios.

Os neutrofilos foram transferidos para placas de cultura de 96 pogos na concentragado
de 10 células por poco (densidade de células = 3 x 10° cel/mL), e foi adicionada cada uma das
amostras de Passiflora edulis e Passiflora setacea em uma das concentragdes finais de 0,1
mg/mL, 1 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL. Esses 5 grupos (controle e fragdo aquosa nas 4
concentracdes para cada espécie vegetal) também foram testados com a adigdo concomitante de
um estimulo positivo de LPS (5 pg/mL) para a verificagdo da producéo de citocinas. Apos o tempo
de incubacédo de 4 horas as placas de cultura foram centrifugadas a 500 G por 5 min a 4° C. O
sobrenadante foi guardado a -80° C para doseamento das citocinas: IL-8, TNF- a e IL-1f por
ELISA (DuoSet kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) e o precipitado (pellet) foi usado para
as analises de integridade de membrana e fragmentacdo de ADN com o uso do citémetro de fluxo

(Citémetro BD, ACCURI C6).

5.9.1.1 Ensaio de Integridade de membrana

As placas de cultura foram incubadas conforme descrito acima e o pellet foi
ressuspendido em 150 pL de PBS e 50 pL de iodeto de propidio (1 mg de IP/10 mL em PBS) e

analisadas por citometria de fluxo (Citdmetro BD, ACCURI C6). A citometria de fluxo é uma
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técnica utilizada para se determinar diferentes pardmetros celulares. Os citdbmetros de fluxo sé&o
equipamentos que possuem quatro sistemas inter-relacionados:
- 0 primeiro é um sistema fluidico que transporta as particulas da amostra através de uma
camara,
- 0 segundo é um sistema de iluminacgdo, utilizado para analise da particula,
- 0 terceiro € um sistema 6tico e eletrénico para direcionamento, armazenamento e tradugéo
dos sinais de desvio de luz de emissédo de fluorescéncia que resultam da iluminacdo das
particulas,
- e 0 quarto sistema € o controle computacional que interpreta os sinais elétricos e o0s
transforma em dados significativos para posterior andlise. (JAROSZESKI e RADCLIFF,
1999).

O sistema 6tico e eletrdnico do citbmetro possui um raio laser que apds interceptar
uma anica célula ou particula desvia e emite a luz em todas as dire¢des (360°). A luz desviada na
mesma direcdo do raio laser resulta da difracéo (FSC — forward angle light scatter — luz desviada
para frente) e fornece informac¢des morfolégicas basicas como tamanho celular relativo. A luz
desviada a 90° em relacdo ao raio incidente € o resultado da refracdo e reflexdo (SSC - side
angle light scatter). Este parametro € um indicador de granulosidade do citoplasma das células,
assim como de irregularidades da superficie da membrana.

A fluorescéncia ocorre quando particulas ou células marcadas com fluorocromos séo
iluminadas pelo raio laser e emitem luz com uma composicdo espectral especifica. Isto fornece
informagBes bioquimicas, biofisicas e moleculares sobre o constituinte celular ao qual a sonda
esta ligada. A fluorescéncia é detectada simultaneamente com FSC e SSC. (SHAPIRO, 1995 e
BOECK, 2001).

Gréficos de pontos (dot plots) que apresentam os dois tipos de desvio da luz (FSC e
SSC) podem fornecer informagBes morfologicas importantes, como tamanho da célula e
granulosidade. Também podem ser usados para identificar células viaveis e restos celulares
(células mortas).

O iodeto de propidio (IP) é um composto fluorescente altamente soltivel em &4gua que
se liga as cadeias do ADN, mas nao penetra em membranas celulares integras. A fluorescéncia

em todos os experimentos foi medida usando o canal FL2 (laranja — A= 560-580 nm). Dez mil
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eventos foram adquiridos por experimento. A analise dos dados foi realizada utilizando-se o BD
Accuri C6 Software.

5.9.1.2 Ensaio de fragmentagdo de ADN

As células foram incubadas e centrifugadas como descrito acima. O pellet foi
ressuspendido em 450 L de solucado hipoténica (0,1% citrato de so6dio, e 0,1% Triton-X-100®) e
50 pL de iodeto de propidio (1 mg IP/10 mL em PBS), e entdo incubado por 30 min. Esse
detergente (Triton®) permeabiliza as membranas celulares permitindo a entrada do fluorocromo
(IP) que se incorpora a fragmentos de ADN. Quando o ADN n&o sofreu degradacéo o IP se
intercala entre as duplas fitas dos acidos nucleicos, caso contrario ocorre uma menor
incorporacgédo. Assim quanto maior a fragmenta¢cdo menor a fluorescéncia.

A apoptose, ou morte celular programada, € de grande interesse e foi definida
originalmente como fragmentacédo do ADN devido a ativacdo de endonucleases em um processo
complexo. Ndo somente atividades enzimaticas, mas também alteracdes na composicdo da
membrana celular, mitocondria, multiplas funcdes celulares e alteracbes morfologicas s&o
detectaveis por citometria de fluxo. Alteragdes morfoldgicas de nucleos apoptoticos podem ser
visualizadas por mudancas nos sinais de desvio de luz, e a fragmentacdo do ADN pode ser
medida por qualquer corante de ADN, sendo o IP o mais comum. Perda de ADN resulta em
nucleos com intensidade de fluorescéncia reduzida em comparacéo com a intensidade do ndcleo
integro (SHAPIRO, 1995 e BOECK, 2001).

A leitura e analise também foram realizadas como descrito acima.

5.9.2 Ensaio de ferida no dorso de ratos

O ensaio de cicatrizagdo foi realizado com 30 ratos Wistar machos (nascimento:
15/09/2013 — recebidos: 04/11/2013 — inicio experimento: 11/11/2013 — peso: 178-182 g — 58 dias
de vida), oriundos do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, separados
aleatoriamente em 3 grupos de 10 animais: - controle (gel de carbopol® ETD 2020); - fracdo
aquosa do extrato EHEL das duas espécies incorporados em gel de carbopol® ETD 2020 (extrato
incorporado a 1%). Todos os animais receberam agua e racdo da marca Purina® ad libitum e

foram acondicionados em caixas de polietilieno em condicdes de umidade e temperatura
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ambientais (46-50%, 22°C), com fase de claro e escuro de 12 horas cada (GARROS et al, 2006).
Cada animal foi mantido em caixas individuais.

Os animais foram anestesiados por xilazina (20 mg.mL™) e quetamina (50 mg.mL™) e
entédo tiveram o dorso tricotomizado seguido de limpeza com etanol 70% (LIMA et al, 2006). Uma
ferida foi entdo aberta, até a fascia muscular, com uma tesoura cirdrgica e um modelo de area
guia de 1 cm? criando uma ferida de 1 cm® (GARROS et al, 2006; LIMA et al, 2006). Apés a
cirurgia os animais receberam topicamente 1 mL de um dos trés tratamentos 1 vez ao dia
(GARROS et al, 2006), por 15 dias ou até o fechamento total da ferida, permanecendo em gaiolas
individuais (LIMA et al, 2006). O tamanho dos ferimentos foi medido no tempo inicial, nos
primeiros 3 dias (24, 48 e 72 horas) e entdo a cada 2 dias por meio de fotografia digital (D3000 —
Nikon) a uma distancia padronizada de 60 cm e andlise digital pelo software ImageJ 1.6.0 que

permite calcular a area das feridas.

5.9.3 Ensaio de migracao de neutréfilos em bolsa de ar estéril

O efeito da fracdo aquosa dos extratos EHEL das duas plantas, dissolvidos em PBS
estéril, sobre a migracdo de neutrofilos in vivo foi avaliado através da indugdo de bolsa de ar
estéril no tecido subcutdneo do dorso de ratos, separados em 6 grupos. Sete dias ap6s a
administracdo de 20 mL de ar esterilizado através de filtro com didmetro menor que 0,22 um as
bolsas foram novamente insufladas com 10 mL de ar estéril e foram adicionados 0s seguintes
tratamentos:

- 1 mL de PBS para controle negativo,

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora edulis dissolvido em PBS estéril a 1%,

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora setacea dissolvido em PBS estéril a 1%,

- 1 mL de PBS estéril contendo o estimulo positivo LPS (controle positivo — 5 pg de
LPS/mL).

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora edulis (1%) dissolvido em PBS estéril mais o LPS (5

pg/mL).
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- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora setacea (1%) dissolvido em PBS estéril mais o LPS (5

pg/mL).

Quatro horas apés as injecbes dos estimulos, os animais foram eutanasiados e o
exsudado inflamatério foi coletado por lavagem da cavidade formada com 2 mL de PBS. A
suspensédo foi centrifugada a 400 G por 10 min. a 4°C. O sobrenadante foi separado para
posterior andlise de citocinas e as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS, tendo seu
namero contado no citbmetro de fluxo. O sobrenadante foi congelado para a dosagem de citocinas
pelo método de ELISA (DuoSet kit; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) para as seguintes
citocinas, TNF-a, CINC-2a/B, MIP, IL-6 e IL-1-B (TAMURA et al, 2009).

5.10 Analise estatistica

Todos os resultados foram comparados usando ANOVA, seguido do teste de ajuste de

p utilizando o0 método de Bonferroni. Resultados foram considerados significativos quando p<0.05.



Resuldtados
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6. Resultados

6.1 Descricdo macroscopica — Passiflora edulis Sims

As folhas de Passiflora edulis Sims, Passifloraceae, (Figura 8-a) sdo simples, alternas,
trilobadas ou com menor frequéncia, inteiras ou bilobadas, de base cordada, apice acuminado e
margem serrilhada. Adicionalmente, nos bordos encontram-se glandulas oval-elipticas. As folhas
apresentam as trés nervacGes mais desenvolvidas partindo da regido basal da lamina. O tamanho
da folha varia de 7 a 12 cm de comprimento por 11 a 13 cm de largura. A folha desidratada, de
aspecto amarrotado, coloragédo acastanhada, consisténcia subcoriacea, apresenta superficie lisa e
glabra. O peciolo, de 2 a 3 cm de comprimento, cerca de 1 mm de didmetro, mostra-se torcido
préximo ao caule e provido de um par de nectarios cdncavos localizados proximos a regido basal
da lamina foliar. O caule em estrutura secundaria (Figura 8-b) apresenta estrias finas dispostas
longitudinalmente. Estipulas triangular-subuladas sé@o evidentes. Gavinhas (Figura 8-b) sao
observadas na regido da insercao das folhas. Difere de Passiflora alata, pois esta apresenta folha
inteira, margem lisa, nervagdo peninérvia e é desprovida de tricomas tectores na regidao da

nervura principal. (FB 5 ed, 2010, BERALDO e KATO, 2010).

Figura 8. Passiflora edulis Sims — A = folha (face adaxial) e B = caules com folhas e

gavinhas (planta seca) - Foto: A - https://www.google.com.br/search?q=fotos+folhas+passiflora+edulis&tbm, B -
A. R. Almeida.



http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X2010000200016&script=sci_arttext#fig01
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X2010000200016&script=sci_arttext#fig01
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X2010000200016&script=sci_arttext#fig01
https://www.google.com.br/search?q=fotos+folhas+passiflora+edulis&tbm
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Figura 9 . Passiflora edulis conforme recebida — folhas, caules e gavinhas (planta seca) -
Foto: A. R. Almeida

6.2  Descricdo macroscopica — Passiflora setacea DC

Passiflora setacea é uma das espécies nativas encontradas nos biomas Cerrado e
Caatinga (OLIVEIRA e RUGGIERO, 2005).

De acordo com a descricdo botanica da espécie, Passiflora setacea apresenta caule

cilindrico tomentoso com tricomas suaves e macios. Estipulas setaceas, de 5 mm, deciduas.

Peciolos de 3 cm, préximos a base foliar, com um par de glandulas sésseis, medindo cerca de 1
mm de largura. Folhas de 5-8 x 6-10 cm, trilobadas (I6bulos oblongos ou oblongo-lanceolados),
serreadas nos bordos, cordadas na base, trinervadas, membranaceas a subcoriaceas,
normalmente pilosas em ambas as superficies; tricomas macios ao tato; raramente glabras em
uma das superficies. Pedunculos de 8-10 cm, robustos, articulados perto do apice, tomentosos.
Bracteas em numero de trés, verticiladas, situadas cerca de 1 cm da base floral, oblongo-
lanceoladas, acuminadas no apice, estreitando-se na base; bordo serreado ou da metade para o
apice. Ha a presenca de gavinhas na regido da insercao das folhas (CERVI, 1997).

Figura 10 . Passiflora setacea - planta fresca - A, B e C — vista desarmada da planta fresca
com folhas, inicio de flores e gavinhas. Foto: A. R. Almeida

B
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Figura 11 . Passiflora setacea — Folha - vista desarmada da face adaxial: glabra (A,B) com
tricomas tectores no peciolo (C) e borda serrilhada (D). Fotos B,C e D — Uso de lupa esteroscépica Wild
Heerbrugg® - Foto: A. R. Aimeida

Figura 12 . Passiflora setacea — Folha - vista desarmada da face abaxial: varios tricomas
tectores em toda a extensao da folha e no peciolo (A,B,C) e borda serrilhada (D). Fotos B,C e D — Uso de
lupa esteroscopica Wild Heerbrugg® - Foto: A. R. Aimeida

Figura 13 . Passiflora setacea — peciolo e nectéarios (A, B e C — vista dos peciolos e nectarios
em lupa esteroscopica Wild Heerbrugg®) Foto: A. R. Almeida

C—
! 1em
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6.3. Descricdo microscopica — Passiflora edulis Sims

A descri¢cdo microscépica das folhas, peciolos e caules de Passiflora edulis pode ser encontrada

no trabalho de Beraldo e Kato, 2010.

6.4. Descricdo microscopica — Passiflora setacea DC

6.4.1 — Folha:

Em vista frontal, a face adaxial, recoberta por cuticula lisa, com células epidérmicas
uniestratificadas e alongadas no sentido tangencial (periclinal), com formatos variaveis
(quadrangulares, arredondadas, triangulares (Figura 15-a). A face adaxial apresenta campos
primarios de pontuagdo (Figura 15-c). Epiderme da face abaxial com células de formato
semelhante, porem menores. Estas células epidérmicas apresentam paredes finas e com

estdmatos ladeados por 3 a 4 células, predominando os estdmatos anomociticos. (Figura 15-b).

Tricomas tectores uni e pluricelulares, unisseriados, estdo presentes em grande
numero na face abaxial. (Figura 15-f). Varios estdmatos no mesmo nivel das demais células
epidérmicas (de atrio externo), podem ser observados na face abaxial da folha hipoestomatica.
(Figura 15-e). Mesofilo dorsiventral com parénquima palicadico, composto por uma camada de
células, que ocupa mais da metade da estrutura do mesofilo. Parénquima esponjoso presente,
com 5 a 7 camadas de células, com pequenos espacos (meatos). (Figura 15-d e 15-e). Presenca
de muitas drusas na regido dos parénquimas. (Figura 15-d). Feixes colaterais abertos séo

encontrados em regides repetidas da folha, com presenca de extensfes de bainha. (Figura 15-e).
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Figura 15. Passiflora setacea — Folha - (a) — vista frontal da face adaxial, (b) - vista frontal da
face abaxial, com estdmatos anomociticos (c) — vista frontal da epiderme foliar, face adaxial,
evidenciando os campos primarios de pontuagéo (pt), (d) —seccéo transversal da folha mostrando
mesofilo dorsiventral com drusas (dr), (e) — seccdo transversal da folha com mesofilo com
extensdes de bainha (eb), (f) — tricomas (tr) tectores da face abaxial da folha. Coloracéo: Azul de
astra. Foto: A. R. Alimeida

A nervura mediana tem contorno biconvexo, com epiderme com células menores que
as observadas no resto da folha (Figura 16-a). A cuticula, na regido da nervura forma cunhas. O
parénquima palicadico ndo penetra na nervura. (Figuras 16-c). Presenca de colénquima do tipo
lacunar e angular, com predominéncia do tipo angular (Figura 16-b). Na regido abaxial, observam-
se 3-5 camadas de células de colénquima, também do tipo angular. Grande numero de tricomas
tectores, uni e pluricelulares e unisseriados, sdo encontrados na regido abaxial da nervura (Figura
16-a). O sistema vascular, do tipo colateral aberto, esta disposto de forma ordenada, com 4-5
feixes vasculares dispostos em circulos. (Figura 16-a e 16-c). Presenca de varias drusas (Figura
16-c). Raras fibras perivasculares, solitarias ou em grupos de 2 ou 3 fibras, proximas aos feixes

vasculares, e no parénquima central. (Figuras 16-d, 16-e, 16-f).
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Figura 16 - Passiflora setacea - Folha: secc¢éo transversal da folha evidenciando a nervura central -
(a) — visdo da nervura central, (b) — regido abaxial da nervura, com tricomas tectores, cuticula e colénquima, (c)
— feixes vasculares colaterais abertos, (d) — feixes vasculares e fibras perivasculares, (e) e (f) — fibras
perivasculares (isoladas ou em grupos de 2-3). Coloragdo: Azul de astra e safranina. Foto: A. R. Almeida

O peciolo possui epiderme com uma Unica camada de células seguida por 6 a 10
camadas de células colenquimaticas com espessamento predominantemente angular (Figura 17-c
e 17-d). O parénquima cortical é formado por 5 a 6 camadas de células arredondadas com
meatos. O sistema vascular encontra-se disposto em 2 conjuntos: um formado por 6 a 7 feixes
dispostos de forma circular e outro grupo com 2 feixes localizados nos pequenos lobos do peciolo.
Tricomas tectores uni e pluricelulares e unisseriados sdo encontrados em toda a extensdo do
peciolo (Figura 17-a e 17-b). Varias drusas sdo encontradas no parénquima cortical e proximas

aos feixes (Figura 17-d), assim como varios amiloplastos (Figura 17-f).
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Figura 17 - Passiflora setacea — secc¢do transversal do peciolo: (a) visédo do peciolo, (b), (c) e (e) —
cuticula, colénquima, feixes vasculares e tricomas tectores, (d) drusas (dr) no parénquima cortical, (f) -
amiloplastos (am). Coloragdo: Azul de astra e safranina. Foto: A. R. Almeida

6.4.2 - Caule:

Na seccgdo transversal do caule de Passiflora setacea, foi observado o formato
predominantemente ovalado, diferindo do caule de Passiflora edulis (Figura 18-a). Tricomas
tectores uni e pluricelulares, unisseriados, percorrem todo o caule. Epiderme com uma camada de
células, envolvida por cuticula espessa e lisa. Na sequencia, observa-se o colénquima,
predominantemente angular, com 5-6 camadas de células (Figura 18-b). Presenca de varios
amiloplastos (Figura 18-f). Feixes vasculares (10 a 12 unidades) dispostos em circulo, de forma
ordenada. Estes feixes sdo do tipo colateral aberto (Figuras 18-a e 18-d). Os raios xilematicos
estdo dispostos em fileiras radiais, nos feixes vasculares de maior porte (Figura 18-d). Presenca

de varias drusas tanto no parénquima cortical quanto nos raios xilematicos. (Figura 18-¢e)
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Figura 18. Passiflora setacea — secc¢ao transversal do caule (a) — visdo do caule e dos
feixes vasculares, (b) — cuticula, epiderme, colénquima e tricomas tectores, (c e d) — feixes
vasculares colaterais abertos, (d) — drusas (dr) no floema, (f) — amiloplastos (am) no parénquima
cortical. Coloracdo: Azul de astra e safranina. Foto: A. R. Almeida




Passiflora edulis e Passiflora setacea:
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Tabela 1 — Diferencas macroscopicas e microscopicas principais entre

Diferengas macroscopicas

Passiflora edulis Sims \

Folhas
e
flores

Folhas

Flores axilares de 5-7,5 cm de didmetro. Tubo do célice
campanulado, com dez nervuras proeminentes. Sépalas
oblongas de 2-3,3 cm x 7-10 mm; uma arista foliacea na
parte dorsal, de 3-6 mm; cor verde, na face abaxial, e
branca na face adaxial. Pétalas oblongas, de 1,8-2,9 cm
x 5-8 mm, obtusas, alvas. Corona de filamentos em 4-5
séries. No interior do tubo do célice, entre a corona de
filamentos e o opérculo, pequenos processos
dentiformes de cor avermelhada. (CERVI, 1997)

http://odandy.blogspot.com.br/2007/04/passiflora-edulis.html

7 Passlora setacea DC

W,
¥ o
(4 -~

_l X

Flores com cerca de 10 cm de diametro. Tubo do célice
cilindrico campanulado, de 1,5 cm. Sépalas oblongas, de
3,5-4 cm x 5-7 mm, obtusas no &pice, margem verde e
centro branco, carenadas. Pétalas linear oblongas, de 2-2,5
cm x 5-6 mm, alvas. Corona de filamentos em uma Unica
série, de 1 cm de comprimento; filamentos subulados,
bandeados de branco e azul. Opérculo membranoso,
tubular, ereto, fimbriado no tergo superior. Limen
cupuliforme (CERVI, 1997)

http://www.brazilplants.com/passifloraceae/passiflora-setacea-

Folhas simples, alternas, trilobadas ou com menor

freqiiéncia, inteiras ou bilobadas, de base cordada,
apice acuminado e margem serrilhada., Nos bordos
encontram-se glandulas oval-elipticas. As folhas
apresentam as trés nervagfes mais desenvolvidas
partindo da regido basal da lamina. O tamanho da
folha varia de 7 a 12 cm de comprimento por 11 a 13
cm de largura, com superficie lisa e glabra.
(BERALDO e KATO, 2010)

https://www.google.com.br/search?g=fotos+folhas+passiflora+edulis&tbm

Folhas de 5-8 x 6-10 cm, trilobadas (I6bulos oblongos ou
oblongo-lanceolados), serreadas nos bordos, cordadas na
base, trinervadas, membrandceas a subcoridceas,
normalmente pilosas em ambas as superficies; tricomas

macios ao tato; raramente glabras em uma das
superficies. Pedunculos de 8-10 cm, robustos, articulados

perto do apice, tomentosos. Ha a presenga de gavinhas

na regido da insercéo das folhas (CERVI, 1997).



https://www.google.com.br/search?q=fotos+folhas+passiflora+edulis&tbm
http://odandy.blogspot.com.br/2007/04/passiflora-edulis.html
http://www.brazilplants.com/passifloraceae/passiflora-setacea-ab.htm
http://www.brazilplants.com/passifloraceae/passiflora-setacea-ab.htm
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Diferengas macroscopicas (cont.)

Passiflora edulis Sims.

Passiflora setacea DC

Peciolos

O peciolo, de 2 a 3 cm de comprimento, cerca de 1
mm de didmetro, mostra-se torcido préximo ao
caule e provido de um par de nectarios cdncavos
préximos a regido basal da lamina foliar (BERALDO

e KATO, 2010)

http://mww.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/iWeb/pdf/Estruturas_Secretora
Ramos_Cardoso.pdf

Caules

Caules de formato pentagonal.

(BERALDO e KATO, 2010)

Peciolos de 2 a 3 cm de comprimento,
proximos a base foliar, com um par de
glandulas sésseis (nectarios), medindo cerca
de 1 mm de largura. Presenga de muitos

tricomas tectores (CERVI, 1997)

Caules de formato arredondado,
com muitos tricomas tectores (CERVI,

1997)
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Diferencas microscopicas

Passiflora edulis

Peciolo com lobos pouco diferenciados.
Grande presenca de tricomas tectores, uni

e pluricelulares, unisseriados..

Peciolo
Peciolo com lobos bem marcados
(BERALDO e KATO, 2010)

Caule
Caule com formato predominantemente
pentagonal (Beraldo & Kato, 2010).
Foto: BERALDO e KATO, 2010

Folha

Auséncia de fibras perivasculares, na

regido dos feixes vasculares e no

parénquima medular..

Caule com formato predominantemente
ovalado, com grande incidéncia de tricomas

tectores uni e pluricelulares, unisseriados.

Raras fibras perivasculares solitarias ou em
grupos de 2-3, na regido dos feixes vasculares

e no parénquima medular.




67

Diferencas microscopicas (cont.)

Passiflora edulis Passiflora setacea

Folha
Ndo foi observada a presenca de Presenca de varios aglomerados de
aglomerados de material com cor variando material com cor variando de amarelo a
de amarelo a marrom, tanto na folha quanto marrom, tanto na folha quanto no caule.
no caule.

Caule

6.4.3. Dissociagcao do material vegetal

A dissociacdo do material vegetal da folha e caule de Passiflora setacea e de

Passiflora edulis evidenciou a presenca de drusas em grande quantidade e de raros cristais

prismaticos:



Tabela 2 — Material dissociado de Passiflora edulis e Passiflora setacea:

Dissociagao
Passiflora edulis Passiflora setacea
Folha
Grande quantidade de drusas. Grande quantidade de drusas.
Caracteristico de Passifloras
.(BERALDO e KATO. 2010)
Raros cristais prismaticos. Raros cristais prismaticos.
(BERALDO e KATO, 2010).
Caule

Grande quantidade de drusas.
Caracteristico de Passifloras

.(BERALDO e KATO, 2010)

Grande quantidade de drusas.

68
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Dissocia¢ao
(cont.)

Passiflora edulis

Passiflora setacea

Caule

Raros cristais prismaticos

(BERALDO e KATO, 2010)

Raros cristais prismaticos.

6.5. Testes histoquimicos

A folha e o caule de Passiflora setacea apresentaram varios pontos corados em tons

gue variaram de amarelo claro ate o laranja-amarronzado. Para tentar determinar a natureza

deste material empregamos alguns reagentes e fizemos uso do microscépio Jenaval — Carl-

Zeiss™, com luz polarizada cruzada.

6.5.1 - Nervura da folha de Passiflora setacea:

Teste com aplicacdo de reagente cloreto férrico no corte na folha, sem sofrer

diafanizacdo com hipoclorito de sédio. Apés aplicacao do reagente, os pontos corados em laranja

ou amarronzados, presentes normalmente na folha, ficaram corados em verde escuro, o que é

caracteristico de compostos fendlicos, para este reagente. (PROENCA DA CUNHA, 2009).
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Figura 19. Passiflora setacea — Nervura principal - (a) — nervura principal da folha de
Passiflora setacea tal qual (sem diafanizagdo) e (b) — mesma nervura ap6s tratamento com cloreto férrico.

Fotos. A.R.Almeida

6.5.2 — Caule de Passiflora setacea:

O caule de Passiflora setacea sofreu 0 mesmo tratamento anterior. O resultado obtido

foi o mesmo.

Figura 20 . Passiflora setacea — Caule - (a) — caule de Passiflora setacea tal qual (sem

diafanizagdo) e (b) — mesmo caule apés tratamento com cloreto férrico. Fotos. A.R.Almeida

Este mesmo caule foi submetido a analise por microscopio Jenaval, Carl Zeiss, com
polarizacdo cruzada. Fotos feitas com maquina Canon — PC 1252, DC 4,3 V. Com a polarizacéo a
substancia amarronzada ndo sofreu alteracdo, mas as células de colénquima, que sao formadas
principalmente de celulose, foram evidenciadas sob a luz polarizada (Figura 21-a e 21-b). As
drusas, presentes no caule nos raios xilematicos, foram bem evidenciadas, sob a acéo da luz

polarizada (Figuras 21-c e 21-d).
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Figura 21. (a) caule de Passiflora setacea sem polarizacdo, (b) mesma regido do caule com
polarizacéo, (c) regido dos feixes vasculares do caule com raios xileméaticos com drusas, (d) mesma regido sob

luz polarizada. Fotos. A.R.Aimeida

6.6 - Triagem fitoquimica:
As plantas secas recebidas: Passiflora edulis e Passiflora setacea, possuiam o

seguinte percentual de caules e folhas:

Passiflora edulis — peso total= 30,06 g — caules = 15,66 g (52%) — folhas = 14,40 g

(48%)

Passiflora setacea — peso total= 13,53 g — caules= 9,64 g (71%) — folhas = 3,89 ¢

(29%)

As drogas foram secas a 40° C por 48 horas em uma estufa com circulacdo forcada de
ar, da marca Fabbe® e sofreram 0 processo de trituracdo, para obtencdo de particulas de
tamanho reduzido e uniforme. Para tal foram usados moinhos de facas e martelos (marca
Thomas®) e tamises (1 mm). Para cada amostra recebida foram realizadas extracdes, da forma
adequada para a analise em questdo, que foram submetidas aos testes para determinacdo da

presenca de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas e cumarinas:
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6.6.1 - Alcaloides:

Foram pesadas 10,0 g das amostras (Passiflora edulis — caule, folha e caule+folha e
Passiflora setacea — caule, folha e caule+folha), agitadas por 15 minutos com 15 mL de acido
sulfurico 0,3% e filtradas. O filtrado foi lavado com acido sulfarico 0,3% ate um volume total de 20
mL. Alcalinizou-se com amonia concentrada. A mistura foi extraida com 2 por¢des de 10 mL de
éter dietilico. O éter foi filtrado através de algoddo com sulfato de sodio anidro, evaporado até

secura e redissolvido com 0,5 mL de metanol.

A presenca de alcaloides foi testada com os seguintes reativos: (WAGNER e BLADT,

1996)

- Bertrand (acido silicotungstico a 5%) — negativo

- Bouchardat (solu¢éo aquosa de iodo em iodeto de potassio) — negativo

- Dragendorff (solucdo aquosa de acido nitrico 6%, subnitrato de bismuto 8% e

iodeto de potassio a 23%) — negativo

- Mayer (solucao de cloreto férrico a 1,3% e iodeto de potassio a 5%) — negativo.

Cromatografia em camada delgada (CCD) para deteccéo de alcaloides:

O material obtido da extracdo dos alcaloides foi aplicado na placa de silica para

deteccgédo de alcaloides.

Fase movel = Cloroférmio: MeOH : NH3 10% - (80:40:1,5) (WAGNER e BLADT,

1996)
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Figura 22 . Teste para alcaloides — Fase mpvel: Cloroformio: MeOH: NH3 10% - Placa

revelada com Dragendorff . Fotos. A.R.Almeida

Sequencia de aplicagdo:

1 - P. edulis folha

2 — P. edulis caule

3 —P. edulis caule + folha
4 — P. setacea folha

5—P. setacea caule

6 — P. setacea caule + folha

N&o foram observados resultados positivos para nenhuma das amostras analisadas,

mesmo empregando amostras bem concentradas.

6.6.2 - Flavonoides:

A presenca de flavonoides nas solu¢des a 20 % em alcool 70 %, obtidas a partir de
somente folhas e somente caules de Passiflora setacea e de Passiflora edulis, foi determinada

com os seguintes reagentes: (WAGNER e BLADT, 1996, PROENCA DA CUNHA, 2009).

- Cloreto de aluminio e leitura a 365 nm — positivo
- Shinoda (cianidina) — positivo

- Reacédo com hidréxidos alcalinos — positivo

Cromatografia em camada delgada (CCD) para detec¢édo de flavonoides:

Para esta analise por CCD, do extrato bruto das plantas, foram adicionados os

padrdes de Rutina e Quercetina:
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Figura 23 . Estruturas da Rutina e da quercetina (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

Quercetina

HO—

Figura 24 . Teste para flavonoides - (a) Placa revelada com NP e visualizada em UV 366 nm e (b) Placa

revelada com Anisaldeido sulfurico. Fase movel 1: Acetato de etila: H20: Acido acético : Acido formico (100:26:11:11)

Fotos. A.R.Almeida

Sequencia de aplicagdo:
1 - Quercetina

2 — Rutina

3 - P. edulis folha

- § 3
P ‘ -‘ - .
S . : ‘ . | 4 — P edulis caule
' 5—P. setacea folha
Y - ‘ 6 — P. setacea caule
B nt ’ |

Figura 25 . Teste para flavonoides - (a) Placa revelada com NP e visualizada em UV 366 nm e (b) Placa

revelada com Anisaldeido sulfdrico. Fase mével 2: Tolueno: Formiato de etila: Acido férmico (50:40:10). Fotos. A.R.Almeida

Sequencia de aplicagdo:
1 - Quercetina

2 — Rutina

3 —P. edulis folha

4 — P edulis caule

5 —P. setacea folha

6 — P. setacea caule
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6.6.3 — Taninos:

Foi verificada a presenca de taninos nas solucdes aquosas obtidas a partir de somente
folhas e somente caules e na mistura de folhas e caules de Passiflora setacea e de somente
folhas e somente caules e na mistura de folhas e caules de Passiflora edulis, de acordo com os

seguintes testes: (PROENCA DA CUNHA, 2009).

- Reacdo com sais de ferro — Passiflora edulis , Passiflora setacea folhas e

caules — positivo

- Reacgdo com acetato de chumbo — positivo

- Reacdo com acetato de cobre — positivo

- Reacédo com alcaloides (sulfato de quinina) — positivo

Passiflora edulis e Passiflora setacea — Foram pesadas 3 g de cada uma das
amostras que sofreram extragdo com 10 mL de agua a quente. Cada amostra foi filtrada e

concentrada a aproximadamente 1 mL. Esta solucéo foi aplicada na placa de CCD.

- Fase movel 1 : alcool terc-butilico: acido acético : H,O (3:1:1)

- Fase movel 2 : acido acético 6% (STHAL, 1967)

Revelador:
- FeCl; 10 % em etanol
- Ferricianeto de potassio a 50 % etanol (KsFeCNg — solugdo saturada)

- Spray — mistura 1:1
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Figura 26 . Teste parataninos - Placarevelada com FeCls e ferricianeto de potassio.

Uso de 2 fases moveis em sequencia:

- Fase movel 1 : alcool terc-butilico: acido acético : H20 (3:1:1)

- Fase mével 2 : acido acético 6% (STHAL, 1967) Fotos. A.R.Almeida

Revelador:
- FeCI3 10 % em etanol
- Ferricianeto de potassio a 50 %
etanol (K3FeCN6 — solugéo
saturada)
- Spray — mistura 1:1

Sequencia de aplicacéo:
1-P. edulis folha

2 —P. edulis caule

3 — P. edulis caule + folha

4 — P. setacea folha

5—P. setacea caule

6 — P. setacea caule + folha

6.6.4. Saponinas:

Para verificar a presenca de saponinas, foi utilizado o teste de espuma (COSTA, 2001)

em todas as amostras com resultado negativo.

6.6.5. Cumarinas:

Cumarinas: visualizagdo em solucéo alcalina com aparecimento de colora¢do amarela,
e visualizac&o do extrato sob a luz UV (fluorescéncia azul ou verde) (SIMOES et al, 2006): o teste

foi realizado em todas as amostras com resultado negativo.
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6.7 Preparo do extrato bruto e das fragOes

O extrato bruto foi preparado conforme descrito no item 5.2. O processo extrativo
utilizado foi o de percolacdo. O peso inicial das plantas foi de 2400,0 g de Passiflora edulis e

3600,0 g de Passiflora setacea. Os rendimentos obtidos estéo na tabela 3.

Tabela 3. Rendimento do extrato bruto e das fragcbes em agua e acetato de etila.

Espécie vegetal Passiflora edulis Passiflora setacea
Peso inicial (droga vegetal) em 2400,0 3600,0
gramas

Massa do extrato bruto liofilizado 415,2/17,3 675/18,75

(EHEL) (g)/ Rendimento (%)

Massa da fracdo aquosa 396/16,5 646,4/18,0

(9)/Rendimento (%)

Massa da fracdo acetato de etila 6,72/0,28 8,64/0,24

(9)/Rendimento (%)

6.8 Andlises cromatogréaficas por CLAE/DAD/MS

Os extratos e fracbes da Tabela 3 foram utilizados para analise de CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) com detector de arranjos de diodos (DAD) e detector

espectrofotométrico de massas Bruker (MS).

Em Passiflora edulis a presenca de derivados glicosilados de apigenina e luteolina,
tais como orientina (luteolina-8-C-glicosideo — C,;H»001;), isoorientina, vitexina (apigenina-8-C-
glicosideo — C,1H»0010) € isovitexina sdo comumente reportados como compostos majoritarios

(ABOURASHED et al., 2002; DHAWAN et al., 2004).
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Figura 27. Estruturas de alguns flavonoides C-glicosilados encontrados em Passiflora
edulis (PEREIRA et al, 2005)
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Estes compostos foram separados e identificados por CLAE usando primeiramente 0s

padrbes de vitexina e orientina e os espectros de UV/vis obtidos com o detector de DAD,

conforme mostrado na figura 28.

Figura 28. Espectros de flavonoides glicosilados encontrados em Passiflora edulis — 1 =
Isoorientina, 2 = orientina, 3 = isovitexina e 4 = vitexina (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).
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Primeiramente foram separados os padrdes de vitexina e orientina por CLAE conforme

figura 29:
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Figura 29. Mistura de padrdes: vitexina e orientina. CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo
de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido formico (solvente A) e acetonitrila
com 0,2% de acido féormico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em A.

Cromatogramas obtidos a 330 nm.

Orientina Vitexina

17.34 min

23.48 min
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Nas figuras seguintes sdo observados os picos produzidos nas analises de CLAE a

330 nm para cada extrato e fracdo obtidos para as duas espécies de Passifloras.

Figura 30. Extrato bruto (EHEL) de Passiflora edulis. CLAE: equipamento Shimadzu com
fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido formico (solvente A) e
acetonitrila com 0,2% de acido férmico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em

A. Cromatogramas obtidos a 330 nm.
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12.42 min

16.65 min
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:
|
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Figura 31. Fragcdo aquosa de Passiflora edulis: CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de
0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido féormico (solvente A) e acetonitrila com
0,2% de acido férmico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em A.

Cromatogramas obtidos a 330 nm.
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O extrato bruto (EHEL) e a fracdo aquosa obtidas de Passiflora edulis tém composicao

muito semelhante. A fragdo acetato de etila (figura 32) mostrou poucos componentes e em

\

quantidade muito pequena. Isto pode ser devido a presenca predominante de flavonoides-C-

glicosilados em Passiflora edulis e que ndo sao sollveis neste solvente (pouco polar).

Figura 32. Fragdo acetato de etila de Passiflora edulis. CLAE: equipamento Shimadzu com
fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido formico (solvente A) e
acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em

A. Cromatogramas obtidos a 330 nm.
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Na CLAE/MS de Passiflora edulis para os picos com tempo de retencéo de 16,6 e 17,3
minutos, obtivemos espectros de massas muito semelhantes e compativeis com orientina e/ou

isoorientina, conforme literatura (PEREIRA, et al, 2005, COLOMBO, et al, 2008):

Figura 33. Espectro de massas obtido para o pico com tempo de retencdo de 16,6 min.
CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de
acido formico (solvente A) e acetonitrila com 0,2% de acido férmico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em
A e 10-30 min - 20% de B em A. Detector Bruker Esquire 3000 Plus — lon trap — 65 V — modo positivo — ESI.
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Figura 34. Espectro de massas obtido para o pico com tempo de retengcdo de 17,3 min.
CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de
acido formico (solvente A) e acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em
A e 10-30 min - 20% de B em A. Detector Bruker Esquire 3000 Plus —lon trap — 65 V — modo positivo — ESI.
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E para os picos com tempo de retengdo de 20,5 e 23,5 minutos, foram obtidos os
seguintes espectros de massas, compativeis com vitexina e/ou isovitexina conforme literatura

(PEREIRA, et al, 2005, COLOMBO, et al, 2008)::

Figura 35. Espectro de massas obtido para o pico com tempo de retencdo de 20,5 min.

CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de

acido formico (solvente A) e acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em

A e 10-30 min - 20% de B em A. Detector Bruker Esquire 3000 Plus —lon trap — 65 V — modo positivo — ESI.
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Figura 36. Espectro de massas obtido para o pico com tempo de retengcdo de 23,5 min.
CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de
acido formico (solvente A) e acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em
A e 10-30 min - 20% de B em A. Detector Bruker Esquire 3000 Plus — lon trap — 65 V — modo positivo — ESI.
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O mesmo trabalho foi realizado para Passiflora setacea, procurando separar e
identificar cada um dos picos majoritarios. Foram empregadas as mesmas condi¢des utilizadas

para Passiflora edulis, para a CLAE/DAD/MS.

Figura 37. Extrato bruto (EHEL) de Passiflora setacea. CLAE: equipamento Shimadzu com
fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido formico (solvente A) e
acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B
em A. Cromatogramas obtidos a 330 nm.

mEmsm
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19.50 min

20.53 min
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Figura 38. Fracdo aquosa de Passiflora setacea. CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de
0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido férmico (solvente A) e acetonitrila com

0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em A.

Cromatogramas obtidos a 330 nm.

159.91 min

20.53 min

16.53 min
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Figura 39. Fragcao acetato de etila de Passiflora setacea. CLAE: equipamento Shimadzu com
fluxo de 0,8 mL/min com um gradiente linear de agua com 0,2% de acido formico (solvente A) e
acetonitrila com 0,2% de acido formico (solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em
A. Cromatogramas obtidos a 330 nm.

s

Conforme podemos observar as composi¢coes do extrato bruto (EHEL) e da fracdo
aguosa de Passiflora setacea também sédo muito semelhantes. A analise da fracdo em acetato de
etila demonstrou a auséncia de flavonoides, provavelmente porque os principais flavonoides

encontrados em Passiflora setacea também estéo na forma C-glicosilada.

Os picos observados na CLAE de Passiflora setacea com tempos de retencéo de 16,6
minutos e 23,5 minutos também apresentaram 0s mesmos espectros de massas observados no
caso de Passiflora edulis e, portanto compativeis com orientina/isoorientina e vitexina/isovitexina,

respectivamente.

O pico observado em 19,90 minutos em Passiflora setacea apresentou um espectro de

massas diferente dos observados até o momento conforme mostrado na figura 40:
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Figura 40. Espectro de massas obtido para o pico com tempo de retencdo de 19,9 min.
observado em Passiflora setacea. CLAE: equipamento Shimadzu com fluxo de 0,8 mL/min com um
gradiente linear de agua com 0,2% de acido féormico (solvente A) e acetonitrila com 0,2% de acido férmico
(solvente B) - 0-10 min - 12% de B em A e 10-30 min - 20% de B em A. Detector Bruker esquire 3000 Plus —
lon trap — 65 V — modo positivo — ESI.

e 5951 +MS, 19.9 min #598
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Este pico também foi separado por CLAE semi-preparativa e obteve-se um pd amorfo
de cor amarelo-acastanhado que foi submetido a analise por RMN de H' (500 MHz, solvente =

DMSO - d6) e C** (125 MHz — solvente = DMSO - d6), conforme figuras 41 e 42 e tabela 4:
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Figura 41. Espectro de RMN H! do composto obtido por separacdo por CLAE de Passiflora
setacea em 19,9 min. com expans@es para melhor visualizacdo do espectro. Espectrofotdmetro Bruker
500 MHz. Solvente = DMSO-d6
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Figura 42. Espectro de RMN cB (125 MHz) do composto obtido por separagdo por CLAE de
Passiflora setacea em 19,9 min com expanséo evidenciando os carbonos da aglicona. Espectrofotdmetro
Bruker 500 MHz — C™ — 125 MHz. Solvente: DMSO-d6
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Tabela 4 - Deslocamentos de RMN de H! (500 MHz) e C* (125 MHz) do composto isolado de

Passiflora setacea (EHEL e fracdo aquosa)

Posicéo Isolado Literatura (AKSNES et al, 1996, OSTERDAHL, 1976, ZHOU et
al, 2005, ANDERSEN e MARKHAM, 2006, SCOTTI et al, 2011)
RMN H' (DMSO d6) RMN C™ (DMSO dé) RMN H' (DMSO d6) RMN C™ (DMSO dé)
8 (ppm) multi, J (Hz) 8 (ppm) 8 (ppm) multi, J (Hz) 8 (ppm)
Aglicona
2 e 644 | e 164,6
3 6,56 () 103,2 6,59 (s) 102,4
4 | e .87 | e 182,0
5 12,91 (s) 161,2 12,96 (s) 160,5
6 6,36 (d, J=2,0) 99,1 6,40 (d, J = 2,1 Hz) 98,3
7 12,73 (s) 162,4 12,80 (s) 162,8
8 | e 04,7 | e 104,7
L %9 | e 156,0
I 1054 | e 104,0
L 1226 | e 122,0
2 7,35(d—-J=2,0) 1134 7,44 (d-J=21) 114,1
3 11,12 (s) 146,3 11,32 (s) 146,0
4 10,41 (s) 150,0 10,32 (s) 149,9
5 6,88 (d —J =8,0) 115,9 6,90 (d-J=8,2) 115,8
6’ 7,34 (1H,dd-J=2,0 e 8,0) 119,1 7,50 (dd—J=2,1¢e8,0) 119,5
Glicose
17 5,20 (d-J=9,5) 73,4 4,72 (d-J3=9,0) 73,5
2’ 3,562 (m) 70,8 3,48 (m) 70,9
3" 3,45 (m) 76,7 3,45 (m) 78,9
4 3,20 (m) 69,8 3,22 (m) 70,8
5" 3,48 (m) 83,2 3,50 (m) 82,0
6" 3,50 (m) ou 3,71 (d) 69,5 3,50 (m) ou 3,71 (d) 69,3
Ramnose
1* 5,38 (s) 101,86 5,3 (s) 102,40
2% 3,98 (m) 80,9 4,02 (m) 81,1
3* 3,82 (t-J=3,6;9,5) 70,4 3,89 (dd-J=3,7;9,7) 70,8
4* 3,37 (dd —J =9,6; 9,6) 72,6 3,35(dd-J=9,7;9,7) 73
5* 3,68 (d—J=9,6) 72,3 3,87 (dd-J=9.7;6,2) 71,9
6* 1,10(d-J=6,1) 17,5 1,1(d-J=6,2) 17,8




6.9 Quantificacédo de flavonoides totais

A guantificacdo de flavonoides foi realizada para o extrato bruto, fracdo aquosa e
fracdo acetato de etila de Passiflora edulis e Passiflora setacea. Vitexina foi utilizada como padréao

externo para a construcdo da curva de calibracdo por ser um C-glicosil-flavonoide presente nas

duas espécies analisadas.

Abaixo seguem os resultados (figura 43 e tabelas 5 e 6):

Figura 43 . Curva de calibragdo usando vitexina para calculo de flavonoides totais em

Passiflora edulis e Passiflora setacea.
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Tabela 5 — Teores de flavonoides totais expressos em vitexina em Passiflora edulis

Espécie vegetal Passiflora Flavonoides totais (g) Porcentagem

edulis em vitexina * erro (%)
padrao

Peso inicial (planta seca) em 2400,0

gramas

Massa do extrato bruto liofilizado 415,2/17,3 2,21+0,04 0,53

(EHEL) (g)/ Rendimento (%)

Massa da fragédo aquosa 396/16,5 2,12+0,03 0,54

(g)/Rendimento (%)

Massa da frac&o acetato de etila 6,72/028 | = -

(g)/Rendimento (%)




Tabela 6 — Teores de flavonoides totais expressos em vitexina em Passiflora setacea

Espécie vegetal Passiflora Flavonoides totais Porcentagem

setacea (9) em vitexina (%)

erro padréo

Peso inicial (planta seca) em gramas 3600,0
Massa do extrato bruto liofilizado 675/18,75 3,18+0,04 0,47
(EHEL) (g)/ Rendimento (%)
Massa da fracdo aguosa 646,4/18,0 3,07+0,03 0,47
(g)/Rendimento (%)
Massa da fragéo acetato de etila 8,64/024 | = - | e
(g)/Rendimento (%)

6.10 Atividade antioxidante
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A capacidade antioxidante foi determinada através da redugédo do DPPH?- radical pelos

antioxidantes presentes na amostra. A curva padrdo foi preparada com uma solucdo de Trolox®

em varias concentracdes (ug/mL) para determinar as porcentagens de descoramento.

Figura 44 . Curva de calibragdo de Trolox® utilizado como padrdo externo para calculo da
capacidade antioxidante dos extratos brutos e fragcdes aquosas de Passiflora edulis e Passiflora setacea.
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Figura 45 . Curva de calibragdo da porcentagem de reducgéo

concentragdo do padrao externo Trolox.®
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80
60
40
20

Trolox

//

y =1,4543x - 0,1905
R*=0,999

0 10 20 30 40 50 60
Concentragdo (pug/mL)

91

de DPPHe radical referente a

Figura 46 . Curva de porcentagem de reducdo do DPPH- radical referente a concentracdo do
extrato bruto (EHEL) de Passiflora edulis.
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Figura 47 . Curva de porcentagem de reducdo do DPPHe radical referente a concentracéo da
fracdo aquosa de Passiflora edulis.
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Figura 48. Curva de porcentagem de reducéo do DPPHe radical referente a concentragao do
extrato bruto (EHEL) de Passiflora setacea.
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Figura 49. Curva de porcentagem de redugcdo do DPPHe radical referente a concentra¢do da
fracdo aquosa de Passiflora setacea.
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Tabela 7 - Concentragdo efetiva (CEsy) do extrato bruto e da fragdo aquosa de

Passiflora edulis e Passiflora setacea obtidas no ensaio de determinacgdo de atividade antioxidante

com DPPHe radicalar.

Amostras CEso (Mg/mL) =

erro padréo

Trolox® 352
Passiflora edulis — extrato bruto (EHEL) 74 +2
Passiflora edulis — fragéo aquosa 753
Passiflora setacea — extrato bruto (EHEL) 53+3

Passiflora setacea — fragéo aquosa 49+3
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6.11 Endotoxinas

A quantidade de endotoxinas foi analisada pelo Laboratério de Controle de Qualidade
de Medicamentos, Cosméticos, Domissanitarios, Produtos Afins e as Respectivas Matérias-
Primas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo - CONFAR®, sob
a responsabilidade da Profa. Dra. Terezinha de Jesus Pinto, para o extrato bruto (EHEL) das duas
Passifloras. A metodologia empregada foi Limulus Amebocyte Lysate (LAL). Na Tabela 8 estédo
apresentados os resultados em Unidade Endotéxica (UE) por mL, nanogramas por mL e UE por
quilograma.

Tabela 8 — Quantidade de endotoxinas encontradas no extrato (EHEL das duas Passifloras,
em UE por mililitro (UE/mL), nanogramas por mililitro (ng/mL) e UE por quilo.

Espécie vegetal Quantidade de | Quantidade de | Quantidade de
endotoxinas em | endotoxinas em | endotoxinas em
UE/mL ng/mL UE/Kg

Passiflora  edulis 2,26 X 10° 1,5 X 10° 6,7 X 10°

(EHEL - extrato

bruto)

Passiflora setacea 2,19 X 10° 1,46 X 10" 6,8 X 10°
(EHEL - extrato

bruto)

Limite para endotoxinas de acordo com o FDA (United States Food and Drug Administration)
é 5 UE/Kg, que é a dose maxima que um ser humano pode receber por via endovenosa sem

apresentar resposta imune. (US FDA, 1985).
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6.12 Ensaios biologicos

6.12.1 Cultura celular

Os pellets das células foram divididos em dois grupos para andlise de integridade de

membrana e fragmentacdo de ADN empregando o citdbmetro de fluxo.

6.12.1.1 Integridade de membrana e fragmentac&o de ADN

Os resultados indicaram que até a concentracdo de 10 mg/mL das fragcbes aquosas
dos EHEL das duas Passifloras estudadas ndo houve morte celular significativa pois as
porcentagens de células com membrana integra (M1 no quadro para integridade de membrana na
figura 50) e com ADN integro (M2 no quadro na figura 50 referente a ADN integro) observados
para estas concentracdes foram muito préximas das concentragdes do controle (sem adi¢cao dos
extratos de Passifloras). S6 houve diferenca significativa (p<0,05) quando a concentracdo das

duas Passifloras foi de 20 mg/mL.



95

Figura 50. Graficos de pontos (dot plots) e histogramas representativos obtidos no
citdbmetro de fluxo para integridade de membrana e fragmentacdo de ADN para diferentes concentracdes
da fragdo aquosa dos extratos EHEL de Passiflora edulis e Passiflora setacea.
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Figura 51. Gréfico de barras para porcentagem de células com membrana integra referente a
citotoxicidade de diferentes concentracdes das fragdes aquosas de Passiflora edulis e Passiflora setacea
em neutréfilos de humanos, em relagéo a integridade da membrana celular. Legenda:

(-) — Controle negativo (meio RPMI + células)

E 0,1 — extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragéo de 0,1 mg/mL

E 1,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentracédo de 1,0 mg/mL

E 10,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragdo de 10,0 mg/mL

E 20,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragdo de 20,0 mg/mL

S 0,1 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentracédo de 0,1 mg/mL

S 1,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentracéo de 1,0 mg/mL

S 10,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentragao de 10,0 mg/mL

S 20,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentragao de 20,0 mg/mL

(valores expressos como média * erro padrdo de 3 experimentos feitos em duplicata - # -
representa comparacdo com o controle negativo — diferem significativamente - p<0,05 — ANOVA e
Bonferroni)
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Figura 52. Gréfico de barras para porcentagem de células com ADN integro referente a
citotoxicidade de diferentes concentragdes das fragdes aquosas de Passiflora edulis e Passiflora setacea
em neutréfilos de humanos, em relagéo a fragmentacdo de ADN. Legenda:

(-) — Controle negativo (meio RPMI + células)

E 0,1 — extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragéo de 0,1 mg/mL

E 1,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentracdo de 1,0 mg/mL

E 10,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragao de 10,0 mg/mL

E 20,0 - extrato aquoso de Passiflora edulis na concentragao de 20,0 mg/mL

S 0,1 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentracédo de 0,1 mg/mL

S 1,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentracéo de 1,0 mg/mL

S 10,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentragao de 10,0 mg/mL

S 20,0 - extrato aquoso de Passiflora setacea na concentragao de 20,0 mg/mL

(valores expressos como média * erro padrao de 3 experimentos feitos em duplicata - # -
representa comparagdo com o controle negativo — diferem significativamente - p<0,05 — ANOVA e
Bonferroni)
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6.12.1.2 Citocinas

Os sobrenadantes das culturas foram utilizados na analise de citocinas pelo

método de ELISA, sendo os resultados registrados na figura 53:

Figura 53. Gréficos de liberacdo de citocinas (IL1- beta, TNF alfa e IL8) frente a diferentes
concentracGes dos extratos aquosos de Passiflora edulis e Passiflora setacea em neutrofilos de
humanos, com e sem LPS. (valores expressos como média + erro padrdo de 3 experimentos feitos em
duplicata - * - representa comparagdo com o controle positivo e # - representa comparagdo com controle
negativo — diferem significativamente p<0,05).
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos sem LPS no caso de IL-1-( e
TNF-a. Houve diferenca significativa (ANOVA, Bonferroni p< 0,05) entre os grupos sem LPS
no caso de IL-8 e em todos os grupos com LPS onde as Passifloras foram empregadas em

concentrac¢des de 10 e 20 mg/mL.
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6.12.2 Ensaio de ferida no dorso de ratos

A figura 55 apresenta as fotografias dos resultados obtidos no ensaio de
cicatrizacdo com o modelo de ferida. O tempo final do ensaio foi considerado de 11 dias,
uma vez que todas as feridas fecharam dentro deste prazo. E possivel observar ainda que
entre o inicio (dia 0) e o 6° dia os grupos tratados com a fracdo aquosa das duas Passifloras
em gel de carbopol® obtiveram uma aceleragcao da cicatrizacdo justamente na passagem da
fase inflamatéria para a de granulagéo, sendo este efeito mais evidente no oitavo dia (fase
de remodelamento). No 8° dia houve uma reducdo de aproximadamente 75 % da ferida
inicial quando do uso das fragbes aquosas das Passifloras em gel de carbopol®, quando
comparado ao grupo controle (s6 de gel de carbopol®) que permaneceu com 47 % da ferida

aberta até este dia.

Figura 54. Média das areas das feridas para o controle (Carbopol®) e as duas Passifloras

nos periodos inflamatérios, de granulacédo e de remodelamento. (n=8 animais em cada grupo).
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Figura 55. Fotos das feridas dos grupos controle negativo (gel de carbopol®) e fragdes aquosas das duas
Passifloras incorporadas no gel de carbopol® a 1% nos dias 0, 4 e 8, correspondendo ao
inicio da ferida, fase de granulacdo e remodelamento, respectivamente (n= 8 animais em
cada grupo).
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Figura 56. Areas integradas das feridas abertas nos periodos inflamatério, de granulacéo e
de remodelamento para o controle e as fragfes aquosas das duas Passifloras (n= 8 animais em cada

grupo).
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Figura 57. Velocidade de cicatrizagdo dos grupos controle negativo (gel de carbopol®) e
fracdes aquosas das duas Passifloras incorporadas no gel de carbopol® a 1%. (n= 8 animais em cada
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Tabela 9 - Atividade cicatrizante de Passifloras em feridas abertas em ratos (resultados =
média de areas + desvios padrées de 8 animais em cada grupo)

Area da ferida Carbopol® Passiflora edulis Passiflora setacea
(mm?)

Dia 0 325+58 326+73 304+27

Dia 4 179+41 191+41 192437

Dia 8 154437 88+39 76+37

Dia 11 4612 21+12 1318
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6.12.3 Ensaio de migracao de neutrofilos em bolsa de ar estéril

O ensaio foi realizado com 44 ratos machos da ragca Wistar (nascimento:
01/08/2013 — recebidos: 18/09/2013 — inicio experimento: 19/09/2013 — peso: 178-180 g —

50 dias) divididos em 6 grupos:

Ratos raga Wistar - 44 animais

CONTROLE (-) CONTROLE (+) - LPS
PES P. edulis P. setoacea  PBS P. edulis P. setacea
2 animais 7 animais 7 animais 8 animais 7 animais 7 animais

Distribuidos da seguinte forma:

- 1 mL de PBS para controle negativo,

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora edulis dissolvido em PBS estéril contendo 10
mg/mL (dose né&o letal para neutréfilos testada em ensaio de fragmentacdo de ADN e
de viabilidade celular) o que corresponde a uma dose de 56 mg/Kg,

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora setacea dissolvido em PBS estéril contendo 10
mg/mL (dose nédo letal para neutréfilos testada em ensaio de fragmentacao de ADN e
de viabilidade celular) o que corresponde a uma dose de 56 mg/Kg,

- 1 mL de PBS estéril contendo o estimulo positivo LPS (controle positivo — 5 ug de
LPS/mL).

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora edulis dissolvido em PBS estéril contendo 10
mg/mL (dose nédo letal para neutréfilos testada em ensaio de fragmentacao de ADN e
de viabilidade celular) mais o LPS (5 pg/mL).

- 1 mL de extrato EHEL de Passiflora setacea dissolvido em PBS estéril contendo 10
mg/mL (dose néao letal para neutrdéfilos testada em ensaio de fragmentacao de ADN e

de viabilidade celular) mais o LPS (5 pg/mL).

Ap6s uma semana da aplicacdo da bolsa de ar no dorso dos animais, estes

foram inoculados conforme descrito acima e apds 4 horas os animais foram sacrificados e
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as bolsas foram lavadas com 2 mL de PBS estéril. O sobrenadante foi usado para andlise

de citocinas e as células foram contadas em Citdmetro de fluxo.

6.12.3.1 Células

Este experimento, realizado empregando as fracdes aquosas dos extratos EHEL
de Passiflora edulis e Passiflora setacea, demonstrou para:
- P. edulis - uma migracdo de células semelhantes ao grupo de controle negativo
(PBS). Quando adicionado o LPS a migracao de células foi menor que a do controle
positivo (s6 LPS).
- P. setacea - uma maior migracdo de células na bolsa no grupo tratado com os
extratos em relagdo ao grupo controle negativo (PBS), mas muito proximas do controle

positivo (LPS) quando este foi adicionado ao extrato.

A contagem de células foi feita em Citémetro de fluxo.

Figura 58. Boxplot - Contagem de neutréfilos em Citdbmetro de fluxo, relacionando a
guantidade de neutrofilos encontrados no exsudato inflamatério e o tipo de tratamento utilizado. Os
dados séo provenientes de contagem de células em 7 animais por grupo.

Contagem de células - Citdmetro

(-) = Controle negativo — PBS

6000 (+) = Controle positivo — LPS

E = extrato aquoso P. edulis
5000
E(+) = extrato aquoso P. edulis + LPS

4000 S = extrato aquoso P. setacea

S = extrato aquoso P. setacea + LPS.

3000

Contagem de células

2000

1000

) ) E E(H) 3 ()



103

Figura 59. Média da contagem de células em Citdmetro com 0s respectivos erros.
Mesmo experimento anterior, n = 7 animais em cada grupo - * - representa comparagao com
controle positivo — ndo houve diferenca significativa — p<0,05.
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Legenda:

(-) = Controle negativo — PBS

(+) = Controle positivo — LPS

E = extrato aquoso P. edulis

E(+) = extrato aquoso P. edulis + LPS
S = extrato aquoso P. setacea

S = extrato aquoso P. setacea + LPS.

Na contagem de células com o citbmetro de fluxo, ndo foram observadas
diferencas significativas entre o controle positivo (+) e os grupos E(+), S, e S(+), pelo teste

ANOVA e aplicacdo de Bonferroni (p<0,05).

Neste experimento observamos a presenca de células necrosadas quando do
uso da fragdo aquosa de Passiflora setacea concomitantemente com o estimulo positivo

LPS (S(+)).
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6.12.3.2 Citocinas

O sobrenadante da lavagem das bolsas de ar dos animais tratados com as
fracBes aquosas dos extratos de P. edulis e P. setacea, foram analisados com relagéo a
producdo de citocinas, tais como CINC, MIP, IL-6, IL-1B e TNF-a, as quais foram
gquantificadas por ELISA conforme descrito na metodologia, e o0s resultados estdo
apresentados na Figura 61.

Pode-se perceber que a administracdo das fracdes aquosas de P. edulis e P.
setacea juntamente com um estimulo inflamatério exerce uma reducdo da resposta

inflamato6ria em comparagéo a administracdo do estimulo inflamatério (LPS) isoladamente.

Figura 61. Comparacdao entre a liberagdo das citocinas mediante a aplicacdo de um dos 6
tratamentos (PBS, extrato aquoso das duas espécies de Passifloras, LPS, LPS + extrato aquoso
das duas espécies de Passifloras). (valores expressos como média + erro padrédo - * - representa
comparacdo com o controle positivo — diferem significativamente — p<0,05)
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7. Discussao

As amostras de plantas de Passiflora edulis e Passiflora setacea que fazem
parte do projeto Rede Passitec — Desenvolvimento tecnoldgico para uso funcional das
passifloras silvestres, da EMBRAPA CERRADOS - apresentaram diferengcas macro e
microscopicas que permitem diferenciar as espécies, ou seja, 0S caracteres
morfoanatomicos apresentados neste trabalho para Passiflora setacea irdo contribuir para
sua morfodiagnose e principalmente para sua distingdo da Passiflora oficial brasileira,

Passiflora edulis.

A folha e o caule de Passiflora setacea apresentaram varios pontos corados em
tons que variaram de amarelo claro ate o laranja-amarronzado o0 que nao ocorreu na
Passiflora edulis. Para tentar determinar a natureza deste material empregamos reagdo com
o cloreto férrico, o que tornou estes pontos corados em verde escuro, o que é caracteristico
de compostos fendlicos, para este reagente (PROENCA DA CUNHA, 2009). A dissociacao
do material vegetal das duas espécies evidenciou a presenca de grande numero de drusas

de oxalato de calcio e raros cristais prismaticos, 0 que é caracteristico das Passifloraceae.

A triagem fotoquimica também demonstrou a presenca de compostos fendlicos,
tais como flavonoides e taninos e auséncia de alcaloides, cumarinas e saponinas, nas duas

espécies, Passiflora edulis e Passiflora setacea.

As analises por CCD, confirmaram a presenca de flavonoides e taninos e
também demonstram alguma diferenga de composicao entre estas duas espécies vegetais,
principalmente para os flavonoides, sendo possivel diferencia-las empregando esta técnica.
Isto foi confirmado com as analises de CLAE/DAD/MS, sendo possivel identificar os
principais flavonoides presentes em Passiflora edulis e Passiflora setacea. No caso de
Passiflora edulis a presenca de derivados glicosilados de apigenina e luteolina, tais como
orientina (luteolina-8-C-glicosideo — C,;H»04;), isoorientina, vitexina (apigenina-8-C-

glicosideo — C,;H»0010) € isovitexina é comumente reportada (ABOURASHED et al, 2002;
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DHAWAN et al, 2004) e estes foram confirmados pelos resultados obtidos nas analises
efetuadas.

Pela literatura (ANDERSEN e MARKHAM, 2006) sabemos que os flavonoides
tém espectros de massas caracteristicos, com quebras tipo retro Diels-Alder, conforme

mostrado nas figuras 62 e 63.

Figura 62. Estrutura e caminho de fragmentacdo para os 8-C-glicosideos orientina
(R=0OH) e vitexina (R=H), de acordo com a nomenclatura adotada por DOMON e COSTELO (1988),
LI e CLAYES, (1994), e Ma et al (1997). Os sobrescritos representam as ligacbes que foram
quebradas. (PEREIRA et al, 2005)

Rt = 2H0

Figura 63. Estrutura e caminho de fragmentacéo para os 6-C-glicosideos isoorientina
(R=0OH) e isovitexina (R=H), de acordo com a nomenclatura adotada por DOMON e COSTELO
(1988), L1 e CLAYES, (1994), e Ma et al (1997). Os sobrescritos representam as liga¢c6es que foram
quebradas. (PEREIRA et al, 2005)
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Podemos esperar, portanto as seguintes fragmentacdes, de acordo com

Colombo et al (2008) para as C-glicosilflavonas, vitexina e orientina presentes em

Passifloras:

Tabela 10 - ions de C-glicosilflavonas encontrados em extratos de Passifloras obtidos

em fragmentacbes MS/MS a 65 V — equipamento Esquire 3000 Plus — Bruker

(COLOMBO et al, 2008).

Composto miz lons (abundancia normalizada %)
433.1152 [M+H]" (18)
415.1029 [M+H-18]": - H,O (16)
Vitexina 397.0925 [M+H-36]": -2 H O (26)
3790810 [M+H-54]*: -3 H,0 (10)
lsovitexing 337.0913 [M+H-96]*: %4X+-2 H,0 (12)
314.0740 [M+H-120]"+H: “*X*+H (18)
313.0711 [M+H-120]+ °25= ( 100)
2840877 12X~ CHO (14)
283.0617 [M+H-150] "X~ (28)
449.1085 [M+H]" (26)
431.1012 [M+H-18]": -H O (16)
413.0879 [M+H-36]": -2 H,0 (24)
Orientina 395.1023 [M+H-54]": -3 H,O (9)
353.0019 [M+H-96]": “X*-2 H,O (10)
lsoorienting 330.0721 [M+H-120]"+H: *2X*+H (16)
3290638 [M+H-120]%: "X (100)
300.0614 BN~ CHO (24)
2990519 IM+H-150]% ™' (10)

Momenclatura segundo Domon e Costello (1988)

Orientina e isoorientina sao isémeros com formula empirica C,;H»001; € massa

exata do ion molecular protonado de 449,1084. Como as estruturas destes dois compostos

variam somente pela posicdo de ligacdo da glicose, sua diferenciacdo pelo padréo de

fragmentacg&o do espectro de massas representa um desafio (PEREIRA et al, 2005).

O espectro de massas de orientina e isoorientina a 65 V mostra que os principais

fragmentos, para ambos o0s compostos foram obtidos a m/z 299,2 ((CiH110s,
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correspondente a [M+H-150]"), m/z 329,0 (C,;H;307, correspondente a [M+H-120]" - pico
base), sendo este o ion diagnostico para flavonoides C-glicosilados (PRASAIN et al, 2004) e
m/z 449,0 (C,;H,00,; correspondente ao ion pseudo-molecular). Os fragmentos com m/z
430,9 (correspondente a [M+H-18]"), m/z 412,9 (correspondente a [M+H-36]") e m/z 395,0
(correspondente a [M+H-54]") sdo devidos a perda de moléculas de agua. Os dois picos

obtidos no CLAE com tempo de retencdo de 16,6 e 17,3 minutos apresentaram estes

fragmentos.

Figura 64. Cromatograma obtido na CLAE de Passiflora edulis e espectro de massas
correspondente aos picos com tempo de retencao de 16,6 e 17,3 minutos.
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Vitexina e isovitexina também séo isébmeros e os dois picos observados em 20,5
e 23,5 minutos apresentaram espectros de massas compativeis com estes compostos,
tendo o pico base m/z 313,0, correspondente a quebra °?X* ([M+H-120]*. O pico do ion
pseudo-molecular [M+H]" tem m/z de 433,0. Os demais fragmentos para vitexina/isovitexina
estdo descritos na tabela 10. Os dois picos obtidos no CLAE dos EHEL e fracdo aquosa da

Passiflora edulis tém tempo de retencdo de 20,5 e 23,5 minutos e apresentaram estes

fragmentos.

Figura 65. Cromatograma obtido na CLAE de Passiflora edulis e espectro de massas
correspondente aos picos com tempo de retencao de 20,5 e 23,5 minutos.
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Andersen e Markham (2006), além de Pereira et al (2005) demonstraram que
quando procedemos a sequéncias de MS/MS com voltagens crescentes somente
isoorientina e isovitexina, os 6 C-isdbmeros, produzem ions filhos a partir do ion pai de m/z
[M+H- 120]", por retro Diels-Alder, os quais podem ser empregados para identificar estes
dois compostos. Como no hosso caso possuiamos os padrdes de vitexina e orientina, estes
foram injetados no sistema de CLAE e identificados empregando os tempos de retencéo
como fator de excluséo, pois a CLAE, nas condicbes empregadas neste trabalho, possui a
capacidade de separar os isbmeros destes compostos.

Com os resultados obtidos podemos identificar os seguintes picos em Passiflora
edulis na Tabela 11:

Tabela 11 - Identificacdo de picos obtidos na CLAE de Passiflora edulis

Tempo de retencéo (min) | Composto fon Referéncias
no CLAE pseudomolecular

[M+H]"

16,6 min Isoorientina 449 ANDERSEN e MARKHAM,
(2006), DOMON e

COSTELLO, (1988),
PEREIRA, et al (2005)

17,3 min Orientina 449 ANDERSEN e MARKHAM,
(2006), DOMON e
COSTELLO, (1988),
PEREIRA, et al (2005)

20,5 min Isovitexina 433 ANDERSEN e MARKHAM,
(2006), DOMON e
COSTELLO, (1988),
PEREIRA, et al (2005)

23,5 min Vitexina 433 ANDERSEN e MARKHAM,
(2008), DOMON e
COSTELLO, (1988),
PEREIRA, et al (2005)

Em Passiflora setacea foi possivel identificar os mesmos flavonoides C-
glicosilados presentes em Passiflora edulis, e esta ainda apresentou um pico majoritario em

19,90 minutos, pela analise de CLAE, com um espectro de massas diferente dos ja
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descritos, mas também compativel com flavonoide. Este componente foi separado por CLAE
semi-preparativa para posterior identificacdo por Ressonéncia magnética nuclear (RMN). A

determinagéo estrutural deste componente € importante para utilizacdo como possivel

marcador da espécie, por ser 0 pico de maior concentracdo na amostra recebida.

Pelo espectro de massas observado para este pico de Passiflora setacea em
19,9 min, podemos encontrar na literatura (PEREIRA, et al, 2005, ANDERSEN e
MARKHAM, 2006, MA et al, 2001 e COLOMBO, et al, 2008) a seguinte lista de fragmentos

possiveis para a estrutura em questao, conforme mostrado na figura 66:

Figura 66 — Espectro de massas obtido para o pico observado a 19,9 min no EHEL e
fracdo aquosa de Passiflora setacea e possiveis fragmentos. Equipamento MS Bruker — Esquire
3000 Plus —lon trap - 65 V —modo positivo - ESI.

=54 +M5, 19.9 min #5588

100 200 ) 5 B B ) B =" mz

+M52 (585.3), 19.9 min #5580

Composto nz lons (abundancia relativa %)
395.1677  [M+H]" (16)
4491042 [M+H-146]% "X (100}
Luteolina-8-C-raminosil ~ 431.1003  [M+H-146-18]*: -H,0 (29)
glicosideo 4130872 [M+H-146-36]": -2 H O (28)
395.1009  [M+H-146-54] -3 H.O(12)
353.0916  [M+H-146-96]% %9X+-2 H,0 (22)
3300728 [M+H-146-120]"+H: “*X*+H (15)
3200652 [M+H-146-120]* %2X* (77)
3000631 "X*- CHO (8)
2090570  [M+H-146-150]* %' X+ (16)

MNomenclatura segundo Domen & Costello (1988)
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Estes fragmentos podem ser devidos as seguintes quebras, conforme Colombo

et al (2008), figura 67:

Figura 67. Quebras observadas para o composto obtido na CLAE de Passiflora setacea a
19,9 min. conforme Colombo et al, 2008.

0,3X+

O espectro de massas deste composto, que pode corresponder a luteolina-8-C-
raminosil-glicosideo a 65 V mostra que os principais fragmentos foram obtidos a m/z 449
(C21H2001; correspondente a [M+H-146]"), devido a perda de uma unidade de agUcar, que é
0 pico base, e a m/z 329,0 (correspondente a [M+H-146-120]"), sendo este o ion diagnostico
para flavonoides C-glicosilados (PRASAIN et al, 2004). Os fragmentos com m/z 431
(correspondente a [M+H-146-18]"), m/z 413 (correspondente a [M+H-146-36]"), m/z 395
(correspondente a [M+H-146-54]") e m/z 353 (correspondente a [M+H-146-96]") sdo devidos
a perda de moléculas de agua. Observam-se também os picos a m/z 330 (correspondente a
[M+H-146-120]" + H), a m/z 300 (correspondente a [*? X]* - CHO) e m/z 299 (correspondente
a [M+H-146-150]"). Estes fragmentos concordam com a estrutura da orientina retirando-se o
acucar a mais que esta presente na luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo.

Associamos estes resultados com os espectros de RMN obtidos. O espectro de
RMN H* (500 MHz, solvente = DMSO-d6) deste composto mostrou um singleto a & 12,91
ppm, que é caracteristico de 5-OH, além dos sinais $ 12,73 (C7-OH), 6 11,12 (C3’-OH) e &
10,41 (C4’-OH). Este espectro também mostrou sinais a & 7,34 (1H, dd, J = 2,0 e 8,0 Hz), &

7,35 (1H, d, J = 2,0 Hz) e 6 6,88 (1H, d, J = 8,0 Hz) que correspondem a H-6', H-2’ ¢ H-5’
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respectivamente. Um dupleto a & 6,36 (1H, d, J = 2,0 Hz) é atribuido ao H-6 do anel A. Nao
h& sinal de hidrogénio no C8 onde se liga um dos agucares. Um singleto em & 6,56 (1H, s) é
atribuido ao H-3, tipico de um derivado de luteolina (ZHOU et al, 2005). Um dupleto a & 5,2
(1H, d, J = 9,5 Hz — H-1”) e um singleto a § 5,38 (1H, s — H-1*) no espectro de RMN de H*
revelam a presenca de dois hidrogénios anoméricos de dois agucares. Os sinais de
hidrogénios observados de & 3,2-3,7 sdo devidos aos hidrogénios dos acucares. Observa-se
um sinal em & 1,10, caracteristico de —CH3 (hidrogénios metilicos).

O espectro de C* (125 MHz, solvente = DMSO-d6) apresentou 27 sinais dos
quais 15 foram atribuidos a aglicona, e 12 sinais atribuidos as duas unidades de acucar.
Foram observados os seguintes sinais: 6 (ppm): 164,4 (C-2), 103,2 (C-3), 181,7 (C-4), 161,2
(C-5), 99,1 (C-6), 162,4 (C-7), 104,7 (C-8), 156,9 (C-9), 105,4 (C-10), 121,6 (C-1"), 113,4 (C-
2’), 146,3 (C-3’), 150,0 (C-4"), 115,9 (C-5), 119, 1 (C-6’), que correspondem a estrutura da
aglicona. Os sinais em &: 73,4 (C-1"), 70,4 (C-2"), 76,7 (C-3"), 69,8 (C-4"), 83,2 (C-5"), 69,5
(C-6"), correspondem a glicose e os sinais em 6 101,8 (C-1*), 80,9 (C-2*), 70,4 (C-3*), 72,6
(C-4%), 72,3 (C-5%), 17,5 (C-6*) sdo atribuidos a ramnose, sendo o sinal em 6 17,5
caracteristico de —CH3.

Levando em consideracgdo os resultados obtidos com o0 espectro de massas e de
RMN de H! e C* identificamos a estrutura da luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo como sendo
0 composto que foi observado a 19,9 min na CLAE da Passiflora setacea. Portanto na figura

68 temos a identificacdo dos picos majoritarios encontrados nas duas Passifloras.
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Figura 68. Identificacdo dos picos majoritarios encontrados nas duas Passifloras.

el

1
Orientina

17,34 min

19.90 min

Isoorientina
lzovitexina

20.53 min

16,65 min
23,48 min
Vitexina

Luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo

Este composto foi identificado por Colombo et al (2008) em extratos de cana de
acucar, onde foram encontrados também vitexina e orientina. No trabalho de Colombo et al,

as identificacGes foram feitas empregando somente os espectros de massas.

A guantidade de flavonoides totais foi determinada nos extratos hidroetanolicos
(EHEL) e nas fragBes aquosas das duas espécies. Passiflora setacea possui maior teor de
flavonoides totais que Passiflora edulis, mas considerando-se os extratos EHEL e fracOes
aquosas de cada Passiflora, a quantidade de flavonoides totais € muito proxima. Ja nos
extratos preparados com acetato de etila a quantidade de flavonoides foi menor do que a
faixa empregada na curva de calibracdo. Isto é devido provavelmente a grande quantidade
de flavonoides C-glicosilados existentes nas espécies estudadas e que nao séo soluveis em

solventes pouco polares.

A atividade antioxidante em relacdo ao DPPH radicalar também demonstrou
maior resultado para Passiflora setacea (CEsy cerca de 50 pg/mL) em relacdo a Passiflora
edulis (CEsq cerca de 75 pug/mL), e os extratos EHEL e fracdes aquosas de cada Passiflora

apresentaram resultados muito semelhantes.

Isto € interessante para as analises biolégicas. As fragcbes aquosas das duas

espécies de Passifloras além de apresentarem quantidades proximas de flavonoides totais e
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poder antioxidante muito semelhante aos EHELS, também tém vantagem com relacdo a nédo
haver necessidade de utilizacdo de solventes orgénicos para dissolucdo, que séo irritantes

potenciais.

Pesquisas recentes tém associado a presenca destes flavonoides C-glicosilados
a vérios efeitos farmacoldgicos, como funcdo ansiolitica e sedativa, além da agdo anti-
inflamatéria (DE-PARIS et al., 2002; COLETA et al., 2006; SANTOS et al., 2006; SENA et
al., 2009; ZUCOLOTTO et al., 2012), fazendo com que a analise destes constituintes seja
proposta para autenticacdo de amostras ou para caracterizar espécies proximamente

relacionadas (ABOURASHED et al., 2002).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, os flavonoides atuam modulando
células envolvidas com a inflamacédo (por exemplo, inibindo a proliferacéo de linfécitos T),
inibindo a producgéo de citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, TNF-a e IL-1-8), modulando
a atividade das enzimas da via do &cido araquidbnico, tais como fosfolipase Az, ciclo-
oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem a enzima formadora de 6xido nitrico, a
6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (CAZAROLLI et al, 2008), o que torna muito importante

a determinacédo destes compostos nas espécies estudadas.

Foram detectadas também endotoxinas nos extratos hidroetandlicos (EHEL) que
apresentaram resultados bem maiores que o limite preconizado pelo FDA. O limite para
endotoxinas de acordo com o FDA (Food and Drug Administration USA) é 5 UE/Kg, que é a
dose maxima que um ser humano pode receber por via endovenosa sem apresentar
resposta imune. NO n0sso caso estes extratos ndo seréo aplicados por via endovenosa, mas
as endotoxinas presentes certamente terdo efeito no sistema imunolégico dos animais. De
forma geral, acreditamos que a manipulacdo de extratos vegetais de uso popular e preparo
caseiro, carregue junto endotoxinas e que a maioria dos efeitos desses extratos observados
até o momento podem ser uma somatoria do efeito do extrato mais 0os contaminantes, como

as endotoxinas.
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Como ja foi citado, para os ensaios biolégicos empregamos somente as fracbes
aquosas dos extratos hidroetandlicos das duas Passifloras, devido as vantagens que estes
tém em relacdo aos EHELs e as fracdes acetato de etila, e iniciamos os testes biolégicos
empregando culturas celulares com neutréfilos extraidos de humanos, para verificar o nivel
de toxicidade dos extratos utilizados e determinar a dose que néo causaria morte celular.

Existem poucos trabalhos sobre a toxicidade de Passifloras, mas Boeira et al
(2010) fizeram um estudo para determinar a toxicidade aguda e subaguda e a
genotoxicidade de um extrato aquoso de Passiflora alata que possuia 2,6 % de flavonoides
totais. A toxicidade aguda e subaguda foi determinada em camundongos e ratos,
respectivamente. Parametros de comportamento, bioquimicos, hematol6gicos e histolégicos
foram considerados. Genotoxicidade foi determinada usando teste de micronucleos e
leucécitos em sangue periférico e em células de medula 6éssea, dos animais. Néo foi
observada morte de camundongos pela ingestdo de até 4800 mg/Kg, via oral, dose Unica.
Ratos tratados com extrato aquoso de Passiflora alata na dose de 300 mg/Kg, por via oral,
por 14 dias, ndo apresentaram alteracdes bioquimicas, hematologicas ou histopatolégicas
significativas quando comparados ao grupo controle (solu¢do tampé&o). Contudo estes ratos
apresentaram sinais de irritabilidade e ndo tiveram aumento de peso em relacdo ao grupo
controle. Camundongos tratados com extrato aquoso por via oral na dose de 50 mg/Kg
apresentaram degradacdo do ADN em testes no sangue periférico apés 3 horas de
tratamento. Neste trabalho, apesar das altas doses envolvidas para levar a alteracdes
biolégicas, a conclusao dos autores foi de que a Passiflora alata tem efeito genotéxico e que
merece maiores exames toxicolégicos.

No nosso caso iniciamos com testes em culturas de células de neutréfilos de
humanos com emprego das fracdes aquosas dos extratos das duas espécies vegetais em
varias concentracdes (0,1; 1,0; 10,0; 20,0 mg/mL), com e sem LPS para verificar a producdo
de citocinas e determinar a citotoxicidade das fragfes aquosas dos extratos empregados.
Os resultados de integridade de membrana e fragmentacdo de ADN mostraram que até a

concentracdo de 10 mg/mL ndo houve morte celular causada pelas fracdes aquosas das
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duas espécies de Passifloras. Observou-se também que quando o estimulo positivo era
introduzido (presenga de LPS), havia diminuigdo da producgédo de citocinas pré-inflamatorias
(IL-1-B, TNF-a e IL-8) quando as concentracdes das fragbes aquosas das duas Passifloras
eram iguais ou maiores que 10 mg/mL. Isto demonstra que concentracdes de zero, 0,1 e 1,0
mg/mL nao tiveram atividade anti-inflamatéria, porem em concentracfes iguais ou maiores
de 10 mg/mL esta atividade ja é observada. Devemos salientar que com 20 mg/mL a
diminuicdo da producao de citocinas anti-inflamatérias pode ser devida a morte celular.

A concentragédo de 10 mg/mL foi empregada nos testes seguintes como ferida no
dorso dos ratos e migracdo de neutréfilos em bolsa de ar estéril pois esta concentracdo ndo

apresentou morte celular.

Os testes de ferida demonstraram uma vantagem quando do uso das fragdes
aquosas dos extratos das duas Passifloras, com maior uniformidade de fechamento e
melhor velocidade de cicatrizagdo quando estas foram utilizadas. Verificou-se vantagem
para o tratamento com as Passifloras ja no periodo de remodelamento (ap6s o sexto dia de
tratamento). No oitavo dia de tratamento (168 horas) o grupo controle ainda apresentava 47
% da ferida aberta enquanto que os grupos com uso das fragbes aquosas dos extratos das
Passifloras apresentaram somente cerca de 25 % da ferida ainda aberta. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos de Passifloras. Estes resultados estdo de acordo com
os resultados observados nos neutréfilos de humanos que evidenciaram a atividade anti-

inflamatoria destas duas espécies de Passifloras, j& ha concentragcdo de 10 mg/mL (1%).

O teste de migracdo de neutréfilos em bolsa de ar estéril mostrou que houve
diferenca significativa (p<0,05) de liberacao de citocinas no caso do estimulo positivo (LPS)
e do estimulo negativo (PBS). Passiflora edulis ndo tem acado inflamatéria quando é
empregada isoladamente, pois apresentou respostas muito proximas do controle negativo,
mas quando o estimulo positivo (LPS) é adicionado h& diminui¢cdo de producgéo de citocinas
pro-inflamatorias. Passiflora setacea pode apresentar pequena acdo inflamatéria quando
administrada sozinha, mas no caso de uso concomitante com o estimulo do LPS, também a

acdo anti-inflamatoria predomina. Isto demonstra mais uma vez a agao anti-inflamatoéria das
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fragbes aquosas das duas Passifloras devido a inibicdo da liberacdo de citocinas pro-

inflamatérias como TNF-q, IL-6, CINC e MIP.

Montanher et al (2007) investigaram o mecanismo do efeito anti-inflamatério do
extrato aquoso liofilizado de folhas de Passiflora edulis var. flavicarpa Degener em ratos
com uso de carragenina (Cg), bradicinina, histamina ou substancia P, e observaram o0s
efeitos sobre a migracédo de leucécitos, liberacdo de mieloperoxidase (MPO), oxido nitrico
(NO) e estudaram as concentracdes de TNF-a e IL-1-B. Os resultados obtidos mostraram
que o extrato aquoso liofilizado de Passiflora edulis na dose de 250 mg/Kg, administrado por
via intraperitoneal inibiu os niveis de leucécitos, neutréfilos, mieloperoxidase, oxido nitrico,
TNF-a e IL-1-B (p<0,01) na inflamagao causada por bradicinina, histamina ou substancia P
(p<0,05). Varios mecanismos incluindo a inibicAo da liberagdo das citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1-B), inibicdo de liberacdo de enzimas (mieloperoxidase) e
mediadores (bradicinina, histamina, substancia P, NO) parecem ser responsaveis pela acéo

anti-inflamatéria da Passiflora edulis.

Neste trabalho determinamos que os compostos mais abundantes presentes nas
duas Passifloras sao derivados glicosilados da luteolina:

- Passiflora edulis: composto majoritario = orientina (luteolina-8-C-glicosideo)

- Passiflora setacea: composto majoritario = luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo.

Estes compostos de luteolina sdo conhecidos por sua grande atividade anti-
inflamatéria (LOPEZ-LAZARO, 2009) in vitro e in vivo. Muitos mecanismos parecem estar
envolvidos na atividade anti-inflamatéria destes flavonoides. A ativacdo do fator NF Kappa-B
nuclear (NF-kB) aumenta a expresséo de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e enzimas
(como por exemplo, TNF-a, IL-6, IL-1-B, IL-8) e vérios trabalhos que foram inclusos na
excelente revisdo feita por Lopez-Lazaro (2009) tém mostrado que a luteolina e seus
derivados glicosilados inibe a atividade do NF-kB mesmo em concentragfes micromolares.

Xagorari et al (2001) identificaram a luteolina como o mais potente dos
flavonoides testados (luteolina, derivado glicosilado de luteolina, quercetina, genisteina) na

inibicdo da liberacdo de TNF-a em macréfagos e demonstraram que a luteolina bloqueia a
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ativacao induzida pelo LPS do fator NF-kB, bem como diminui a expresséo do gene deste
fator. O fator de transcricdo AP-1 € uma proteina que pertence a familia FOS e JUN a qual
regula a expressdo de genes em resposta a varios estimulos incluindo producdo de
citocinas, fatores de crescimento, stress e infeccBes bacterianas e virais. AP-1 participa da
resposta inflamatoria do organismo.

Jang et al (2008) verificaram que a expressao da citocina inflamatéria IL-6 é
mediada pela AP-1 juntamente com o NF-kB. Luteolina inibe a produgédo de IL-6 induzida
por LPS in vitro e in vivo, pela inibicdo de AP-1.

Odontuya et al (2005) fizeram um estudo com a luteolina e seus derivados
glicosilados e verificaram que a luteolina apresentou grande atividade contra a sintese tanto
de tromboxano como de leucotrieno, que participam do processo inflamatério. Verificaram
também que a luteolina e seus derivados glicosilados mostraram 6tima atividade de reacao
com peroxido de hidrogénio em varias concentragdes. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que as reatividades da luteolina e seus derivados glicosilados contra a
sintese do acido aracddnico e reacdo com peroxido de hidrogénio sdo dependentes de suas
estruturas moleculares. A presenca de grupos orto-di-hidroxi no anel B, com uma dupla
ligacdo na posicdo C2-C3 no anel C, uma fungéo oxo na posi¢cdo 4 e a presenca de OH no
carbono C-5 do anel A s&o requeridos para 6tima inibi¢cdo da liberacdo de TNF-a estimulada

por LPS.

Devido a todos os resultados observados neste trabalho podemos concluir que
estas duas espécies de Passifloras tém atividade cicatrizante e anti-inflamatéria
significativamente diversa dos sistemas empregados como controle e que podem constituir
auxiliares importantes no preparo de futuros medicamentos para melhoria do processo de

cicatrizacgao.
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Conclusoes
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8 . Conclusodes

X Os caracteres morfoanatomicos apresentados neste trabalho para Passiflora
setacea irdo contribuir para sua morfodiagnose e principalmente para sua distingdo da
Passiflora oficial brasileira, Passiflora edulis.

X A triagem fitoquimica demonstrou a presenca de compostos fendlicos, tais
como flavonoides e taninos e auséncia de alcaloides, cumarinas e saponinas, nas
duas espécies, Passiflora edulis e Passiflora setacea, sendo possivel a diferenciacdo
das duas espécies por técnica de CCD.

<> Foi possivel identificar os principais componentes quimicos presentes na
Passiflora edulis como sendo orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina, com uso de
separacao por CLAE e identificacdo por técnicas de DAD e MS.

XS Na Passiflora setacea foi identificado um pico majoritario que nao foi
encontrado na Passiflora edulis, Com uso de técnicas de CLAE semi-preparativa,
espectroscopia de massas e ressonancia magnética nuclear, este composto foi
identificado como sendo luteolina-8-C-ramnosil-glicosideo.

<> A Passiflora setacea apresentou maior teor de flavonoides totais (3,18 g em
vitexina) que a Passiflora edulis (2,21 g em vitexina).

X A atividade antioxidante em relacdo ao DPPH radicalar também demonstrou
maior resultado para a Passiflora setacea (CEsq = 50 ug/mL) em relacdo a Passiflora
edulis (CEsp = 75 pg/mL).

X Foram detectadas também endotoxinas nos extratos hidroetandlicos (EHEL)
que apresentaram resultados bem maiores (6,7 x 10* EU/Kg) que o limite preconizado
pelo FDA (5 EU/Kg). A manipulagdo de extratos vegetais de uso popular e preparo
caseiro deve carregar junto endotoxinas sendo que a maioria dos efeitos dos extratos
pode ser uma somatodria do efeito do extrato mais os contaminantes, como as
endotoxinas.

<> Os resultados de integridade de membrana e fragmentagédo de ADN mostraram

gue até a concentracao de 10 mg/mL ndo houve morte celular causada pelas fracdes
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aquosas das duas espécies de Passifloras e houve atividade anti-inflamatéria, com
diminui¢do da producéo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1-, TNF-a e IL-8).

X Os testes de ferida no dorso de ratos demonstraram uma vantagem quando do
uso das fracBes aquosas das duas Passifloras, com maior uniformidade de
fechamento e melhor velocidade de cicatrizacdo quando estas foram utilizadas.

X O teste de migracao de neutréfilos em bolsa de ar estéril mostrou que houve
diferenca significativa de liberacdo de citocinas no caso do estimulo positivo (LPS)
guando da adicédo das fracdes aquosas de Passiflora edulis e Passiflora setacea, com
diminuicdo da liberacé@o de citocinas pro-inflamatérias, demonstrando mais uma vez o
efeito anti-inflamatério das duas Passifloras.

<> Todos os resultados observados neste trabalho permitem concluir que estas
duas espécies de Passifloras tém atividade cicatrizante e anti-inflamatéria
significativamente diversa dos sistemas empregados como controle e que podem

constituir auxiliares importantes no preparo de futuros medicamentos para melhoria do

processo de cicatrizagao.
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