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Resumo

RESUMO

Atualmente tem-se dado grande énfase aos alimentos funcionais, pois
atuam na prevencdo e auxiliam na recuperacdo de vérias doencas, como
doencas inflamatorias crbnicas, cardiovasculares e cancer, por apresentarem
principalmente flavonoides, que previnem lesbes oxidativas, propiciando
beneficios a saude. O Brasil € o maior produtor mundial do maracuja, e em
vista disto € de suma importancia o desenvolvimento de métodos analiticos e
estudos de atividade antioxidante e anti-inflamatéria do fruto de maracuja,
visando sua possivel utilizagdo como alimento funcional e produgdo de
possiveis farmacos. Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Degener, conhecida
como maracuji azedo ou amarelo é a espécie mais cultivada e comercializada
no Brasil.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: desenvolver e validar um
meétodo analitico por CLAE-UV/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada detector de arranjo de fotodiodos) para quantificagcdo da flavona
isoorientina, presente na polpa de P. edulis; quantificacdo dos flavonoides
totais desta espécie, usando um padrdao de baixo custo (rutina); comparar as
técnicas CLAE e CCDAE (cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia)
e analisar a isoorientina nas cascas dos frutos de P. edulis infectada com o
virus PWV e cascas sadias por CCDAE; quantificar as proteinas totais e avaliar
as atividades antioxidantes e anti-inflamatoria dos extratos de cascas de P.
edulis e da polpa dos frutos de P. edulis e P. alata, empregando-se o método
do DPPH’, e os ensaios de QLluc (quimioluminescencia dependente de
lucigenina), ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), e SIEFED (Specific
Immunologic Extraction Followed by Enzymatic Detection).

Os resultados mostraram que o método desenvolvido por CLAE-UV/DAD
foi adequado e eficiente para quantificagcdo de isoorientina e de flavonoides
totais na polpa de P. edulis, apresentando especificidade, linearidade, exatidao,
precisdo, dentro das faixas internacionalmente aceitas. Além disso, este
método foi aplicado com sucesso nas andlises de flavonoides em cascas de P.
edulis e polpa de P. alata.

O trabalho mostrou as vantagens da utilizacéo da técnica CCDAE, como
a realizacdo de analises mais rapida e econémica, com baixo consumo de
solvente e residuos gerados frente a CLAE-UV/DAD.

Por meio da técnica CL-EM/EM (cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem) foi possivel identificar as flavonas
isoorientina e isovitexina na polpa de P. edulis.

Os extratos de cascas de P. edulis apresentaram maior capacidade
redutora de radicais (método do DPPH"), seguido das polpas de P. edulis e P.
alata, respectivamente. Os extratos de cascas também mostraram maior
inibicdo da producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) pelos neutrdfilos
ativados e da atividade da MPO (mieloperoxidase) isolada, porém verificou-se
que todos os extratos testados n&o modificaram a desgranulacdo dos
neutrofilos, ndo influenciando a liberagcdo de MPO no plasma. Assim, concluiu-
se gue a atividade antioxidante pode estar diretamente relacionada com a
concentracdo de isoorientina presente nos extratos. A grande quantidade de
proteinas e isoorientina encontrada nas cascas de P. edulis, se comparada a
polpa de P. edulis, aliada a elevada atividade antioxidante e anti-inflamatéria,
sugere o potencial das cascas de P. edulis como um alimento funcional, ou
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como possivel fonte de flavonoides naturais para a producdo de farmacos,
sugerindo assim o aproveitamento deste grande residuo industrial.

Palavras-chave: maracuja, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener, frutos,
flavonoides, CLAE-UV/DAD, CCDAE, atividade antioxidante.



Abstract

ABSTRACT

Functional foods have been the focus of many studies nowadays, because
they act preventing and assisting in the recovery of several diseases, such as chronic
inflammatory, cardiovascular and cancer, due to they have mainly flavonoids, which
prevent oxidative damage, providing health benefits. Brazil is the largest producer of
passion fruit; therefore, it is very important to develop analytical methods and studies
of antioxidant and anti-inflammatory activities of passion fruit, intending to its use as
a functional food and in the development of drugs. Passiflora edulis Sims. f.
flavicarpa Degener, known as yellow passion fruit, is the most cultivated and
marketed species in Brazil.

Therefore, the objectives were: to develop and validate an analytical method
by HPLC-UV/DAD (high-performance liquid chromatography with photo-diode array
detection) for quantification of isoorientin present in the pulp of P. edulis and
quantification of total flavonoids of this specie, using a low-cost standard (rutin); to
compare HPLC and HPTLC (high-performance thin layer chromatographic)
techniques and to analyze isoorientin in the peels of P. edulis fruits infected by PWV
virus and healthy peels by HPTLC; to quantify the proteins and to evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory activities of the extracts of P. edulis peels and P.
edulis and P. alata pulp, using the method of DPPH*, QLIluc (chemiluminescence
dependent of lucigenin), ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), and SIEFED
(specific immmunologic extraction followed by enzymatic detection).

The results showed that the HPLC-UV/DAD method was suitable and efficient
for isoorientin quantification and total flavonoids in the P. edulis pulp, with specificity,
linearity, accuracy, precision, within internationally acceptable limits. Moreover, this
method was successfully applied to the analysis of flavonoids in the P. edulis peels
and P. alata pulp.

The study presented the advantages of using the HPTLC technique such as to
perform faster and cheaper analysis, with low solvent consumption and waste
generated compared to HPLC-UV/DAD.

Using LC-MS/MS technique (liquid chromatography with tandem mass
spectrometry detection) the flavones isoorientin and isovitexin were identified in the
pulp of P. edulis.

The extracts of peels of P. edulis showed the higher radical scavenging ability
(DPPH* method), followed by P. edulis and P. alata pulps, respectively. The peels
extracts also showed greater inhibition of ROS (reactive oxygen species) production
by neutrophils activated and isolated MPO activity, but it was found that the extracts
did not alter the neutrophils degranulation and does not influence the MPO release in
the plasma. Therefore, it was concluded that the antioxidant activity might be directly
related to the concentration of isoorientin present in the extracts. The high amount of
protein and isoorientin found in the P. edulis fruit peels, compared with P. edulis pulp,
and the high antioxidant and anti-inflammatory activities, suggests the potential of the
P. edulis fruit peels as functional food or a possible source of natural flavonoids for
drugs production, suggesting the use of this substantial industrial waste.

Keywords: passion fruit, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener, fruit, flavonoids,
HPLC-UV/DAD, HPTLC, antioxidant activity.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO GERAL

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Passiflora L.

No século XVI, a denominacdo Passiflora (do latim passio, “paixdo” e flos,
“flor”) surgiu da interpretacdo religiosa dos colonizadores europeus da flor de
maracuja, cuja morfologia sugere uma correlagdo com os simbolos da Paixao de
Cristo.! Maracuja é o nome popular dado a varias espécies do género Passiflora, e
vem de maraul-ya, que para os indigenas significa “fruto de sorver” ou “polpa que se
toma de sorvo”.?

Passiflora € o maior e mais importante género da familia Passifloraceae,
abrangendo cerca de 500 espécies principalmente distribuidas em regides tropicais
e subtropicais do globo, sendo o maior foco de distribuicdo geografica o Centro-norte
do Brasil, onde sdo encontradas pelo menos 79 espécies.®>* Destas, apenas 30 sdo
descritas por terem frutos comestiveis, e as de maior interesse e desenvolvimento
comercial no pais sdo: maracuja-azedo ou amarelo (Passiflora edulis Sims. f.
flavicarpa Degener) e maracuja-doce (Passiflora alata Dryander).*

O maracuja-azedo ou amarelo (Figura 1) € o mais conhecido e comercializado
no Brasil, sendo a matéria-prima das indistrias de suco de maracuja.’ E
amplamente cultivado, e o suco produzido com a fruta é muito apreciado e

representa pelo menos 90% da area plantada e do volume comercializado em todo

pais.®
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(@) S

Figura 1. Maracuja azedo: Passiflora edulis f. flavicarpa Degener (a) flor e (b) fruto.

J& o maracuja-doce (Figura 2) tem sua producdo e comercializac¢do limitadas
pela falta de habito de consumo. Embora nativa do Brasil, € uma fruta ainda pouco
conhecida pela maioria da populacdo. Ao contrario do maracujd amarelo, €

consumida exclusivamente como fruta fresca, devido a sua baixa acidez.’

(@) (b)

Figura 2. Maracuja doce: Passiflora alata Dryander (a) flor e (b) fruto.

Os medicamentos fitoterapicos a base de maracuja sdo elaborados a partir
das folhas das espécies P. alata e P. incarnata, espécies oficiais da Farmacopeia

Brasileira e Europeia, respectivamente. As folhas de maracuja destas espécies sdo
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consideradas medicinais por sua acdo calmante, em casos de insbnia e

irritabilidade.®®

1.1.1.1 Breve histérico econdbmico

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja. Segundo o IBGE,* a
producao brasileira de maracuja em 2006 foi de 615.196 toneladas, com 45.327 ha
de area plantada ou destinada a colheita, concentrada nos estados do Para, Bahia,
Sergipe e Sao Paulo.

Até ao redor de 1970, a comercializacdo do maracuja baseava-se apenas no
mercado in natura, i.e. frutas frescas. Na segunda metade da década de 80, o cultivo
da fruta teve marcante expansdo, época em que a cafeicultura atravessava forte
crise e 0s pequenos agricultores buscavam uma alternativa para a diversificacédo. As
condi¢cbes de solo e clima favoraveis a cultura do maracujazeiro foram excelentes
alternativas ao café. Os custos de producdo eram baixos e a alta produtividade foi
estimulada pelo crescente interesse das industrias extratoras de suco e do mercado
de produtos industrializados. Na década de 90 houve modificacdo dos habitos de
consumo e consequentemente valorizacdo do preco da fruta fresca.™* Praticamente
toda a producéo de fruta fresca € destinada ao mercado interno, enquanto menos da
metade do volume de frutas processadas € voltado ao mercado brasileiro,
essencialmente na forma de suco concentrado.

Segundo Angelo Domingos Rossi, presidente do Fundo Passiflora e diretor-
presidente da Afruvec - Associacéo dos Fruticultores da Regi&o de Vera Cruz-SP,*
a cultura da fruta vive um alarmante momento de baixa produgcdo, o que tem

provocado ndo apenas um aumento no preco do produto in natura, como também
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uma diminuicdo de sua oferta para processamento industrial, devido ao surgimento e
propagacédo de doengas, em especial do PWV (Passion fruit Woodeness Virus),
conhecido popularmente como o virus do endurecimento dos frutos. Este virus é
transmitido por pulgdes e causa reducao quantitativa e qualitativa na producao, pois
os frutos ficam menores, deformados e endurecidos, podendo até exibir rachaduras,
dependendo da estirpe do virus (Figura 3).* Antes de ocorrerem as frequentes
epidemias, a cultura era perene e por pelo menos trés anos consecutivos, mas em
decorréncia principalmente do PWV o cultivo esta tornando-se anual.**

Os produtos registrados no Ministério da Agricultura para o controle quimico
de pragas e doencas em culturas de maracuja nem sempre possibilitam resultados
satisfatorios. Assim, alguns produtos utilizados atualmente para o tratamento
fitossanitario do maracuja ndo estdo registrados para uso geral no Ministério da
Agricultura (dados de 2009), tais como: benomil, paration, dentre outros.™® Porém,

guando solicitado pela Secretaria da Agricultura em carater excepcional, alguns

destes produtos podem ser legalmente empregados apOs a autorizacdo de uso

emergencial concedida pelo Governo Federal.*®

Figura 3. Passiflora edulis infectada com o virus PWV (Passion fruit Woodeness
Virus).
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1.1.2 Alimentos Funcionais

Estudos relataram a presenca de flavonoides,!” carotenoides,'® &cidos
organicos n&o volateis,™ além de proteinas,?® vitaminas®® entre outras classes de
substancias no fruto do maracuja. A presenca destas substancias pode indicar o
potencial do maracuja como um alimento funcional.

Nos ultimos anos, tem-se atribuido aos alimentos, além das fun¢bes de
nutricdo e de prover apelo sensorial, uma terceira funcdo relacionada a resposta
fisiolégica especifica produzida por alguns alimentos, que sdo chamados de
alimentos funcionais. Estes podem prevenir, curar ou auxiliar na recuperacao de
determinadas doencas.?*?®

Os alimentos funcionais fazem parte de uma recente concepcao de alimentos,
lancada pelo Japéo na década de 80, através de um programa de governo que tinha
como objetivo desenvolver alimentos saudaveis para uma populacdo que envelhecia
e apresentava uma grande expectativa de vida.?

O termo “alimento funcional” é tema de estudo e discussdo por muitos
autores.?*?® Um alimento pode ser considerado funcional se apresentar as seguintes
caracteristicas: deve ser um alimento convencional e ser consumido na dieta
normal/usual; deve ser composto por componentes naturais; deve ter efeitos
positivos além do valor nutritivo basico, promovendo beneficios a saude e a
alegacdo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico.”” Ndo s&o
considerados medicamentos, pois 0s principios ativos responsaveis pelos efeitos
benéficos n&do sdo extraidos do alimento.?®

Os alimentos funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a

fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando
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no sistema gastrointestinal, no sistema cardiovascular, no metabolismo, crescimento,

desenvolvimento, diferenciacéo celular e como antioxidantes.?

1.1.3 Farmacologia

Muitos estudos foram realizados sobre a farmacologia das folhas de diversas
espécies de Passiflora.****! Apesar do grande consumo do fruto de P. edulis no
Brasil, suas agfes farmacoldgicas ainda sdo pouco estudadas. Recentemente foi
realizada uma revisdo bibliografica sobre as espécies brasileiras de Passiflora (P.
edulis f. flavicarpa Degener, P. alata Dryander e P. edulis Sims.), com enfoque na
polpa do maracuja e residuos industriais (casca e sementes), estudos nutricionais e
farmacoldgicos, principalmente as substancias quimicas, e o0 possivel uso do

maracuja como um alimento funcional.*?

1.1.3.1 Polpa dos frutos

Apesar do grande uso popular do suco de P. edulis devido ao seu suposto
efeito contra ansiedade, depressédo e insdnia, apenas um trabalho foi encontrado
referente a estes efeitos. Lutomski et al. (1975),*® estudando sucos obtidos do fruto
do maracuja vermelho e do maracuja amarelo, verificaram que apos administracédo
oral a camundongos, houve diminui¢cdo significativa da movimentagcdo espontanea
dos animais, apresentando um efeito tranquilizante. Este efeito sedativo do suco foi
atribuido a presenca de pequenas quantidades de alcaloides do grupo harmana e
flavonoides, identificados por cromatografia em papel, utilizando o reagente de

Dragendorff. No entanto, estudos com técnicas mais apuradas ainda sé&o
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necessarios para a comprovacao da presenca destas substancias e do efeito
tranquilizante no suco.

Puricelli et al. (2003)** verificaram que o decocto do fruto de P. edulis inibiu in
vitro a atividade da matriz-metaloproteinase-2 e a matriz-metaloproteinase-9, duas
gelatinases envolvidas na invasdo tumoral, metastases e angiogeneses. A atividade
inibitoria foi mais eficiente para a matriz-metaloproteinase-2.

Aratjo et al. (2004)® avaliaram a atividade biolégica de proteinas totais
presentes em varias polpas de frutos tropicais, e a polpa do maracuja apresentou a
maior quantidade de proteinas (0,8 mg de proteinas/g de polpa) entre as amostras
testadas, porém nao mostrou atividade inibidora de enzimas digestivas mamiferas.

A atividade bioldgica mais estudada com relacdo ao suco do maracuja € sua
acdo antioxidante.®*3” A capacidade antioxidante do maracuja foi determinada por
diferentes métodos, como DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico), DMPD (dicloridrato de N,N-dimetil p-fenileno diamina), entre outros,
sendo o principal e mais utilizado o método do radical DPPH'. E atribuido aos
polifendis, principalmente aos flavonoides, a atividade antioxidante encontrada na

polpa de P. edulis.*®

1.1.3.2 Cascas

De acordo com Oliveira et al. (2002)* os subprodutos (cascas e sementes)
produzidos no processamento do suco do maracuja correspondem a cerca de 65 a
70% do peso do fruto, sendo portanto um grande problema de residuo

agroindustrial. A utilizacdo destes subprodutos na alimentagdo humana ou animal
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como fonte alimentar de bom valor nutricional mostra-se viavel, reduzindo custos e,
ao mesmo tempo, diminuindo os problemas de eliminacdo dos subprodutos
provenientes do processamento. A casca de maracuja € rica em fibras sollveis,
principalmente pectina, que é benéfica ao ser humano.**** Ao contrario da fibra
insoltvel (contida no farelo dos cereais), que pode interferir na absorcao do ferro, a
fibora soluvel pode auxiliar na prevencdo de doencas cardiovasculares e
gastrointestinais, cancer de coldn, hiperlipidemias, diabetes e obesidade, entre
outras.***?

A casca do maracuja € também rica em niacina (vitamina B3), ferro, calcio e
fosforo;** elas ja foram testadas e usadas com sucesso na alimentacdo animal.*>*°
Paiva (1998)*" demonstrou que o emprego dos residuos industriais do maracuja
(cascas e sementes) na alimentacdo de bovinos levam os animais a produzirem
mais leite, inibindo inclusive problemas digestivos. Foram também verificados os
beneficios da farinha de casca de maracuja como redutor da glicemia (no controle
de diabetes).*®*°

Ramos (2004)*° constatou que o extrato seco da casca de maracuja amarelo
exerce uma acao positiva sobre o controle glicémico no tratamento do diabete
mellitus tipo I, sendo o provavel mecanismo desta acao a presenca de um alto teor
de pectina, totalmente degradavel no organismo, que ajuda a diminuir a taxa de
glicose e colesterol no sangue, sugerindo o uso do extrato seco da casca do
maracujd como adjuvante das terapias convencionais. Agra et al. (2007),>' em
extenso levantamento sobre as plantas medicinais mais utilizadas no nordeste

brasileiro, evidenciaram que o mesocarpo seco e pulverizado de P.edulis Sims é

utilizado popularmente contra o diabetes.
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Ramos et al. (2007)° realizaram estudos clinicos que demonstraram que o
tratamento com a farinha da casca do maracuja resultou na diminuicdo dos niveis de
colesterol em mulheres entre 30 e 60 anos que apresentavam hipercolesterolemia
(colesterol = 200,0 mg/dL).

Ichimura et al. (2006)>® demonstraram o efeito anti-hipertensivo do extrato
metandlico da casca de P. edulis em ratos naturalmente hipertensos. Este efeito foi
atribuido principalmente ao acido y-aminobutirico (GABA) e parcialmente a acéo

vasodilatadora dos polifendis, principalmente da luteolina.

1.1.4 Antioxidantes

Segundo Abdalla (2003),>* de um modo geral, antioxidante é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentracdo, comparada a do substrato
oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidacdo daquele substrato. Do ponto
de vista bioldgico, sdo substancias quimicas que inibem o processo de oxidacao,
protegendo sistemas biologicos contra os efeitos potencialmente danosos de
processos ou reacdes de oxidacao.

Quando had um excesso de radicais no organismo causado pelo desequilibrio
entre moléculas antioxidantes e oxidantes, ocorre o0 estresse oxidativo, e estes
radicais contribuem nos processos de metagénese, carcinogénese, doencas
coronéarias, danos ao DNA, entre outros.”®>*® Radicais ou espécies reativas do
metabolismo do oxigénio e nitrogénio (ERMON) sdo espécies altamente instaveis e
reativas, que contém um ou mais elétrons ndo pareados, sendo assim, sua presenca

critica para a manutencédo de muitas fungdes fisiolégicas normais.>’
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Os antioxidantes séo classificados quanto ao modo de acdo. Eles podem ser
sequestrantes de radicais, sequestrantes de ions metéalicos capazes de catalisar a
oxidacao lipidica, ou sequestrantes de oxigénio. Eles podem ainda ser subdivididos

em antioxidantes primarios, grupo formado por substancias como enzimas,

quelantes e proteinas, as quais impedem a geracdo de espécies reativas ou
sequestram-nas, bloqueando a etapa de iniciacdo da cadeia radicalar; antioxidantes
secundarios, também conhecidos como antioxidantes preventivos, formado por
compostos fendlicos como tocoferdis, tocotriendis e flavonoides, os quais bloqueiam
a etapa de propagacao da cadeia radicalar, sequestrando radicais intermediarios do

tipo peroxila e alcoxila; antioxidantes terciarios, constituidos pelo sistema de reparo

do DNA por proteases e fosfolipases, 0os quais atuam removendo as lesdes
oxidativas do DNA, proteinas e lipideos, respectivamente.>*

Uma das mais importantes fontes naturais de antioxidantes sao as plantas
gue contém compostos fendlicos, como os flavonoides, os quais podem ocorrer em

todas as partes dos vegetais.*®>°

1.1.5 Flavonoide

Os flavonoides desempenham diferentes papéis na ecologia das plantas:
devido as suas cores atrativas, flavonas, flavonois e antocianinas podem atuar como
sinais visuais para polinizacdo; as catequinas e outros flavonois adstringentes
podem representar um sistema de defesa contra insetos nocivos para as plantas; os
flavonoides atuam também na protecdo contra radiacdo solar na regido do UV

(ultravioleta), devido as propriedades de absorcéo de radiacdo no UV.%°
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Além do seu papel fisioldgico nas plantas, os flavonoides sdo importantes
substancias na dieta humana, apresentando diversos efeitos biologicos e
farmacoldgicos, incluindo atividade antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria,
antialérgica e vasodilatadora. Além disso, estas substancias inibem a peroxidacéo
lipidica e reduzem o risco de doencas cardiovasculares, efeitos estes relacionados a
sua atividade antioxidante, caracterizada pela capacidade de sequestrar radicais em
organismos vivos.®*%3

Os flavonoides ocorrem nas plantas em uma variedade de formas estruturais,
todas contendo 15 atomos de carbono em seu nucleo basico arranjados na
configuracdo Cg-C3-Cg, iSsto €, sdo dois anéis aromaticos ligados por 3 carbonos
unitarios que podem ou ndo formar um terceiro anel, ligados a varios substituintes
(Figura 4).°* Devido a esta estrutura os flavonoides apresentam intensa absorcéo no
UV, exibindo 2 bandas: banda | em 300-380 nm e banda Il em 240-280 nm.%®> Eles
podem ocorrer de forma livre (agliconas) ou ligados a acucares (glicosideos). Sao
classificados em 10 classes de compostos, de acordo com seu processo de
formacdo: antocianinas, proantocianidinas, flavonois, flavonas, glicoflavonas,

6

biflavonilas, chalconas, auronas, flavononas e isoflavonas,’® sendo que mais de

4000 flavonoides ja foram identificados em plantas.®’

Figura 4. Estrutura geral dos flavonoides.
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Os flavonoides encontrados em Passiflora séo do tipo C-glicosideo, nos quais
0S acucares estdo diretamente ligados ao nucleo aromatico por uma ligacéo
carbono-carbono. Estes acucares ligados diretamente a carbonos sao encontrados
apenas nas posicbes 6 e 8 do nuacleo dos flavonoides e apresentam pouca
diversificacdo, dentre os quais o principal é a glicose.®®

A grande maioria dos trabalhos sobre os flavonoides do maracuja foi realizada

em folhas e partes aéreas.®® A Figura 5 apresenta as flavonas relatadas na polpa e

17,53

cascas dos frutos de P. edulis.

Flavonas R1 R2 R3

(1) Shaftosideo H glucose arabinose
(apigenina-6-C-glicosil-8-C-arabinosideo)

(2) Isoshaftosideo H arabinose glucose
(apigenina-6-arabinosil-8-C-glicosideo)

(3) Isoorientina OH glucose H
(luteolina-6-C-glucosideo)

(4) Orientina OH H glucose
(luteolina-8-C-glucosideo)

(5) Isovitexina H glucose H

(apigenina-6-C-glucosideo)

(6) Luteolina 6-C-quinovosideo OH quinose H
(7) Luteolina 6-C-fucosideo OH fucose H
(8) Luteolina H H H

Figura 5. Flavonas relatados na polpa e cascas dos frutos de P. edulis.
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Foram relatados poucos trabalhos sobre os flavonoides nos frutos do
maracuja: Lutomski et al. (1975)*® relataram 1,0 mg% de flavonoides nas duas
variedades de P. edulis, analisadas por cromatografia em papel e densitometria.

Mareck et al. (1990)'" identificaram por CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) flavonoides C-glicosideos no suco dos frutos do maracuja amarelo e no
suco industrializado. Foram encontrados no suco dos frutos frescos os flavonoides:
shaftosideo (1) em mistura com isoshaftosideo (2), isoorientina (3), orientina (4),
isovitexina (5), luteolina 6-C-quinovosideo (6) e luteolina 6-C-fucosideo (7). No suco
industrializado foi relatada a presenca de (1), (3), (4) e (5).

Zucolotto (2005)%° relatou a presenca de flavonoides C-glicosideos no
pericarpo, mesocarpo e na casca dos frutos maduros de P. edulis com 0 mesmo
fator de retencéo das substancias (3) e (4) na analise por CCD (cromatografia em
camada delgada).

Ichimura et al. (2006)>® analisaram por CL-EM/EM as cascas do maracuja
amarelo, encontrando os flavonoides luteolina (8) (20,0 ug/g) e luteolina-6-C-
glicosideo ou isoorientina (3) (20,0 pg/g), além do acido y-aminobutirico (GABA, 2,4

mg/g).

1.1.6 Técnicas de andalise de flavonoides

Véarias técnicas podem ser empregadas na deteccdo e quantificacdo de
flavonoides, mas neste trabalho foram utilizadas: CCD, para analises qualitativas;
CCDAE (cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia) e CLAE para

quantificacdo dos flavonoides; CL-EM (cromatografia liquida acoplada a
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espectrometria de massas) para identificacao estrutural dos flavonoides na polpa de

P. edulis.

1.1.6.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) e cro matografia em camada

delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

Neste trabalho foi utilizada como técnica preliminar para deteccdo de
flavonoides a CCD, por ser uma técnica que oferece muitas vantagens, tais como:
facil execucdo e interpretacdo, separacbes em pequeno espaco de tempo,
reprodutibilidade, baixo custo, além de permitir a analise simultdnea de varias
amostras.’®"*

A CCD consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da
migracdo diferencial entre duas fases: uma fixa (estacionaria), geralmente silica gel,
retida sobre uma superficie plana, e outra mével. O processo de separacdo esta
fundamentado, principalmente, no fenbmeno da adsorcdo, porém usando fases
estacionarias tratadas pode ocorrer também separacdo por particdo ou troca
inica.’> Existem disponiveis comercialmente placas de vidro ou aluminio ja
revestidas com o adsorvente de interesse. Esta técnica cromatografica € uma das
mais tradicionais utilizadas no estudo de produtos naturais.

Uma evolucdo da cromatografia em camada delgada sdo as placas de
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia, que sdo confeccionadas com
particulas de tamanho otimizado e com granula¢cdes mais finas e homogéneas,

possibilitando menor tempo de andlise, melhor resolugcdo cromatogréfica e deteccao

de amostras em concentragcbes menores que aquelas observadas nas placas
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tradicionais de CCD.”*"* A Tabela 1 mostra a comparacdo da placa de CCD com

relacdo & placa de CCDAE.”

Tabela 1. Comparacéo entre a placa de CCD e a placa de CCDAE.

Parametro CCD CCDAE
Tamanho usual da placa 20x20 cm  10x10 ou 10x20 cm
Diametro médio das particulas 20 um 5um
Espessura da camada da fase estacionaria 250 ym 100, 200 ym

NUumero de amostras por placa 7al0 10a 20
Diametro da mancha 3a6mm 1 mm
Tempo de corrida para a distancia ideal de 30 a 120 7a?20

separacao minutos minutos

Numeros de pratos tedricos Até 600 Até 5000

Os principios das técnicas de CCD e CCDAE sdo os mesmos, diferindo
fundamentalmente nos aspectos praticos, como a maior qualidade dos adsorventes,
além dos desenvolvimentos na forma de aplicacdo da amostra e na deteccdo por
densitometria, permitindo analise quantitativa in situ, tornando-se assim a CCDAE
uma técnica de precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade comparaveis as da
CLAE.""7™

O uso de aplicadores autométicos permite a deposi¢cdo de volumes pequenos
(0,5 pL a 10,0 pL) em placas CCDAE com grande precisdo e reprodutibilidade, e
com isso os efeitos de alargamento de bandas cromatograficas é reduzido ou
minimizado. Neste trabalho utilizou-se o aparelho de deposito automatico AS 30
Desaga, o qual possui uma seringa que nao entra em contato com a placa,
depositando a solugdo da amostra através de ar comprimido, 0 que permite a

obtencdo de bandas estreitas, melhorando a resolucéo; além disso, possui controle
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por microprocessador no qual varios parametros sdo fixados e permanecem
constantes durante todo o procedimento de depdsito.

O detector mais utilizado em CCDAE € o densitdmetro, o qual oferece um
meio rapido e simples de quantificar as bandas cromatograficas com grande
sensibilidade. Este equipamento pode ser utilizado para a detec¢do de substancias
que absorvem no UV-Visivel ou fluorescentes, sendo que este ultimo modo foi

utilizado neste trabalho (Figura 6).”

Registrador

Detector

Espelho

/ -2

Integrador Lampada de

Monocromador mercirio

Filtro

cut off W
I~ N

Placa Cromatogréfica

Figura 6. Representacdo esquemética de um sistema de detecgdo densitométrica
por fluorescéncia.

Na deteccdo densitométrica por fluorescéncia, a radiacdo Iluminosa
proveniente da lampada de mercuario passa pelo monocromador, que seleciona um
determinado comprimento de onda; a radiacdo € direcionada pelo espelho até atingir
a placa cromatogréfica, e uma parte definida da luz dispersa atravessa o filtro e
chega no detector (fotomultiplicadora), produzindo uma resposta que depende da
intensidade de luz. O aparelho avalia as diferentes bandas da separacao
cromatografica, registrando as distancias de migracao a partir do ponto de aplicacdo
e também a densidade Gtica das bandas; este registro grafico é denominado

densitograma.’’
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A analise quantitativa da amostra por CCDAE pode ser realizada em dois
modos: modo direto (quantificacdo direta in situ) ou modo indireto. Neste trabalho foi
utilizado o modo direto, que determina as substancias separadas sobre a placa e
mede diretamente sobre ela a densidade oética das bandas, e a quantificagcdo do
analito é realizada por meio da média da area ou da altura dos picos em
comparacao com a curva analitica elaborada com soluc¢des-padrao simultaneamente
sob as mesmas condi¢des.’®"®

A deteccéo de substancias incolores, nao-fluorescentes ou que ndo possuem
um grupo cromoforo adequado a deteccao densitométrica pode requerer uma etapa
de revelacdo, geralmente realizada ap0s a separacdo cromatografica e evaporacao
da fase moével. A revelacdo da placa cromatogréafica pode ser realizada por imersao,
pulverizacdo ou exposicado a vapores de um reagente. Para quantificacdo, o ideal
utilizar a imers&o, pois os resultados sdo mais precisos e reprodutiveis.’”"®

A quantificagdo in situ apresenta véarias vantagens: conservacdo do
cromatograma apos determinacdo quantitativa, visualizacdo completa do
cromatograma, possibilidade de aumento da sensibilidade com a utilizacdo de
reagentes de deteccdo especificos, aléem do aumento da seletividade com
modificag@o no Agetecczo- Mas a quantificagdo in situ apresenta também algumas
desvantagens: necessidade da migracdo simultdnea de uma substancia de
referéncia a cada analise para tracar a curva analitica, e em alguns casos, falta da
estabilidade do produto formado na derivatizagéo pds-cromatogréfica.’®

Apesar dos avangos da instrumentacdo, da alta qualidade das placas

cromatograficas e das vantagens que a técnica apresenta, a CCDAE ainda é muito

pouco utilizada no Brasil. Espera-se que com a necessidade de se gerar menos
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residuos de laboratorio, diminuir custo e tempo de analise, a CCDAE seja mais

explorada e valorizada como ferramenta analitica.

1.1.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (C LAE)

A utilizacdo da CLAE comecou a crescer como ferramenta na analise de
flavonoides em Passiflora principalmente a partir de meados da década de 80, por
ser uma 6tima técnica para anélise de compostos n&o volateis.>*®

As razbes para a popularidade deste método devem-se a sua grande
versatilidade, o que permite o emprego desta técnica para uma larga variedade de
amostras nao-volateis, além de reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade,
precisdo e exatiddo.®

A separacdo de uma mistura por CLAE ocorre através das interacdes entre o
soluto, a fase estacionaria e a fase movel, as quais podem ser do tipo: ligacdes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofébicas ou forcas de Van der Waals,
entre outras. E de acordo com a natureza destas interacées que os modos de
separacao podem ser classificados em: cromatografia em fase reversa, fase normal,
troca idnica ou exclusdo molecular. Na cromatografia em fase normal, a fase
estacionaria é mais polar do que a fase moével;, no modo reverso, a fase moével é
mais polar que a fase estacionaria. A cromatografia em fase reversa é a mais
utilizada em CLAE, uma vez que permite o uso de fases mdéveis aquosas, como
utilizado neste trabalho.®

Apesar das diferencas entre o0s equipamentos comerciais existentes, 0s

componentes basicos de um instrumento para CLAE consistem em: um reservatorio

de solvente, o qual contém a fase mével; a bomba, usada para empurrar o solvente
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através da coluna; o regulador de pressdo, para monitorar a pressdao da bomba
antes da coluna; a valvula de injecéo; a coluna, contendo a fase estacionaria, que
usualmente € um tubo de aco inoxidavel com comprimento variando entre 15 e 25
cm e diametro interno entre 2 e 4 mm; o detector e o registrador para obtencdo do

cromatograma (Figura 7).”*

] Medidor de
Sistema de pressio
bombeamento
_— [ Q Valvula
‘—|i| de injecdo
Reservatorio ¢
da fase movel Coluna

e L

o

Registrador Detector

Figura 7. Esquema geral de um cromatografo para CLAE.

Os detectores mais utilizados em CLAE séo: detector UV (comprimento de
onda fixo ou varidvel), indice de refracdo, fluorescéncia, condutividade elétrica e
eletroquimico.®® Neste trabalho foi utilizado o detector UV-Visivel com arranjo de

fotodiodos (DAD) (Figura 8).
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Cela suporte

lamp. Tungsténio Cela de amostra

lentes unido espectro lentes

[amp. deutério fenda
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Figura 8 . Esquema de um detector de arranjo de fotodiodos.

O detector UV-Visivel é o mais empregado atualmente em CLAE para as
analises de flavonoides, especialmente porque estes compostos apresentam duas
bandas de absorcao caracteristicas no UV, sendo uma com Amax entre 240-280 nm e
a outra em torno de 300-380 nm.® O detector de comprimento de onda variavel com
arranjo de fotodiodos apresenta como vantagens: maior seletividade, sempre que
um determinado comprimento de onda pode ser escolhido no qual o soluto possua
alta absor¢cdo e outros solutos n&o; obter o espectro de absorbéncia de cada
substancia em separado. Neste tipo de detector toda a luz da fonte passa pela cela
do detector, a luz emergente é dispersada por uma grade holografica, sendo os
comprimentos de onda resultantes focalizados sobre uma fila de fotodiodos, assim
todo o espectro pode ser armazenado usando um microcomputador, sem que haja
necessidade de interromper o fluxo da fase movel. Com este detector, o
microcomputador pode produzir um cromatograma a partir de um dado comprimento

de onda ou uma série de espectros em intervalos de tempo fixos.”*
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1.1.6.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrome tria de massas (CL-EM)

Apesar da CLAE ser uma excelente técnica de separacao, ela necessita de
uma técnica confirmatoria quando a confirmacdo da estrutura quimica é tambéem
necessaria. A espectrometria de massas é a técnica que melhor fornece as
informacdes estruturais necessarias, assim o acoplamento entre estas duas técnicas
da origem a uma ferramenta analitica versatil e de grande potencial na analise
qualitativa e quantitativa: a CL-EM.®*

Um importante aspecto da CL-EM é sua alta sensibilidade, permitindo a
identificacdo estrutural de substéncias encontradas em extratos preparados a partir
de quantidades muito pequenas de material vegetal se comparado com o0s
procedimentos tradicionais fitoquimicos em escala preparativa de isolamento de
produtos naturais; além disto, a CL-EM €& uma poderosa técnica para identificacao
on-line de substancias em misturas complexas, especialmente em extratos brutos de
plantas.®>®® Informacées estruturais mais detalhadas e com maior rapidez podem
ser obtidas através do recurso da espectrometria de massas sequencial (EM/EM) em
combinacado com a dissociacéo induzida por colisdo (DIC).?’

A técnica CL-EM apresenta grande potencial na identificacdo e caracterizacéo
de flavonéides em vérias plantas e alimentos.®® Através da EM pode-se obter a
massa molecular dos flavonoides glicosilados, além da estrutura da aglicona,
informacdes sobre a acilacdo dos grupos hidroxila dos acuUcares e possiveis
metilacdes ou sulfonagfes da aglicona hidroxilada, e também o numero de unidades
de acucares.® Utilizando a técnica CL-EM/EM, Pereira et al. (2005)% identificaram

isdmeros de flavonas C-glicosilados em extratos de Passiflora.
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Quando se utiliza a CL-EM, séo encontradas incompatibilidades relacionadas
a vazado do eluente do sistema cromatografico com relacdo a velocidade de
bombeamento do sistema de vacuo e o projeto da fonte de ions do espectrometro de
massas. Na tentativa de minimizar os problemas encontrados no interfaceamento do
sistema CLAE com EM foram desenvolvidas varias interfaces, nas quais, em alguns
casos, também é realizada a ionizacdo do analito por métodos que permitem a
obtencao de fons a partir de moléculas termoléabeis e/ou pouco volateis.’>

As fontes de ionizac&o mais utilizadas no acoplamento CL-EM, e que operam
a pressao atmosférica sao: eletrospray (ES), ionizagcdo quimica a presséo
atmosférica (IQPA) e fotoionizacdo a pressdo atmosférica (FIPA). A ionizacdo a
pressdo atmosférica pode ser acoplada com diferentes analisadores (quadrupolo,
ion trap, eletromagnético, tempo de vdo e ciclotron).?

Neste trabalho foi utilizado o equipamento CL-EM com espectrémetro de
massa tipo quadrupolo equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray, para a
analise dos flavonoides presentes na polpa de P. edulis.

A Figura 9 mostra a interface para CL-EM utilizando a ionizacdo via
eletrospray. A saida da coluna de CLAE é conectada a sonda (probe), formada por
um tubo capilar de metal circundado por um fluxo de gas nebulizador (geralmente
N>). Aplica-se uma diferenca de potencial de alguns milhares de volts entre a ponta
do tubo de metal e 0 cone de amostragem, criando um spray formado por goticulas
do analito na fase mdével e o gas nebulizador. O solvente é entdo evaporado, e a
medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas € reduzido
sucessivamente, até que os ions do analito evaporem e sejam direcionados para o

cone de amostragem, e a seguir para o analisador de ions, onde ocorre a separacéo
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dos ions de acordo com a relacdo existente entre suas massas e cargas, ou seja,

razao m/z.84%*

Eletrospray

Gasnebulizador
(N

++ +/
+ 4 + Analisadorj

\
=

Figura 9 . Interface do tipo eletrospray utilizada para o acoplamento CL-EM.

O analisador do tipo quadrupolo € composto de quatro barras, usualmente
feitas de metal, dispostas em dois pares. Um par de barras € mantido em um
potencial elétrico positivo, e 0 outro par em potencial elétrico negativo. Considerando
uma dada amplitude para as voltagens de radiofrequéncia e de corrente continua
aplicada nas barras, somente 0s ions que apresentarem determinada razao
massa/carga (m/z), a qual esteja em ressonancia com o campo aplicado, irdo passar
pelas barras do quadrupolo e serdo detectados.®*

Ja o analisador de massas em EM/EM do tipo triplo quadrupolo (Figura 10),
utilizado neste trabalho, é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o
segundo quadrupolo ndo é utilizado para separar ions de mesma razdo m/z, mas
sim como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacéo dos ions selecionados no

primeiro quadrupolo geralmente por dissociacéo induzida por colisédo (DIC) com um
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gas inerte, e também €& empregado como direcionador dos ions produzidos ao
terceiro quadrupolo. Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é
acelerado por um potencial elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do
segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de elevada
energia (geralmente Ar, He ou N3), 0 que leva a um aumento na energia potencial
deste ion até ocasionar sua fragmentacdo, conduzindo a formacdo dos ions
produtos. Quando a DIC é realizada em baixa energia, as reacbes de fragmentacao
levam geralmente a perda de fragmentos neutros (H.O, MeOH, CO, CO, etc.),
dependendo da natureza do ion precursor. Esta perda de fragmentos neutros €&
muito importante na determinacao estrutural da molécula do analito, uma vez que
fornece informacdes acerca de grupos funcionais presentes na molécula. Quando a
DIC é realizada sob elevada energia, as reacdes de fragmentacdo geram
informacgdes estruturais mais significativas, uma vez que pode levar a quebra das
moléculas em posicdes caracteristicas.”? Todos os quadrupolos sdo controlados
para transmitir ions de uma Unica razdo m/z ou de um intervalo de razbes m/z para

gerar informacdes analiticas mais exatas.

Pré-filtro

Direcionadores
Opticos

o Celade colisio
PosHiltro
Gonede amostragem

—T

i

- e R — L) ] L Y
sz § B 9
Fontede ions Quadrupolo Quadrupolo

Figura 10 . Esquema de um analisador do tipo triplo quadrupolo.
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1.2 OBJETIVOS GERAIS

Neste trabalho pretende-se identificar e quantificar os flavonoides presentes

nos frutos da espécie P. edulis f. flavicarpa Degener, além de testar sua capacidade

antioxidante, a fim de avaliar a possivel utilizagdo como alimento funcional. Para

isso, foram realizadas as seguintes etapas:

Desenvolvimento e otimizacdo de um método de extracdo dos flavonoides

dos frutos de maracuja utilizando planejamento fatorial completo 2°.

Desenvolvimento e validagdo de um método analitico por CLAE-UV/DAD para
quantificacdo da flavona isoorientina presente na polpa de P. edulis (usando o
meétodo de adicdo de padrdo) e para quantificacdo dos flavonoides totais

desta espécie (expressos em rutina, usando o método do padréao externo).

Identificacéo de alguns flavonoides da polpa de P. edulis por CL-EM/EM.

Deteccao da capacidade antioxidante e anti-inflamatoria dos extratos de polpa
de P. edulis por meio do: método do radical DPPH’; producdo de EROs
gerados pela estimulagcdo dos neutrofilos, medida por quimioluminescéncia
dependente de Ilucigenina (CL); medida da desgranulacdo por ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), e avaliacdo da atividade da MPO
purificada usando o meétodo SIEFED (Specific Immunologic Extraction

Followed by Enzymatic Detection). Comparacdo da capacidade antioxidante e
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anti-inflamatéria dos extratos da polpa de P. edulis com os extratos de polpa

de P. alata, cascas de P. edulis infectada com o virus PWV e cascas sadias.

* Quantificagdo por CCDAE da flavona isoorientina nas cascas de P. edulis
infectada com o virus PWV e cascas sadias e comparacdo com o método por

CLAE-UV/DAD.
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CAPITULO 2- ANALISE CROMATOGRAFICA DOS FLAVONOIDES

DA POLPA DOS FRUTOS DE P. EDULIS E P. ALATA

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Planejamento Fatorial

Nas industrias ou nas pesquisas comumente depara-se com problemas em
que se necessita avaliar a influéncia de diversas variaveis (fatores) em relacdo a
uma determinada resposta. O objetivo é encontrar valores (niveis) para estes fatores
de forma que a resposta obtida seja maximizada ou minimizada, dependendo do
sistema.’

A utilizacdo de técnicas multivariadas, como o planejamento fatorial, vem
sendo cada vez mais descrita na literatura®* para a otimizac&do de diversos sistemas,
devido as suas vantagens frente a tradicional otimizagdo univariada. Quando se
variam todos os fatores ao mesmo tempo sdo explorados os efeitos de interagao
entre as variaveis e 0s numeros de experimentos executados sdo menores,
tornando o procedimento analitico mais rapido e mais econémico.*

A seguir, destacam-se alguns beneficios da utilizacdo das técnicas
multivariadas:®

» realizacdo da pesquisa em etapas, num processo interativo de acréscimo de

NOVOS ensaios;

» selecdo das variaveis que influem num processo com numero reduzido de

ensaios;
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» representacdo do processo estudado através de expressbes matematicas;
elaboracao de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

» reduc¢do do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informacao;

» estudo simultédneo de diversas variaveis, separando seus efeitos;

Assim, a melhor maneira de otimizar um experimento € variar todos os fatores
ao mesmo tempo, ou seja, avaliando simultaneamente as variaveis de interesse que
realmente apresentam influéncias significativas na resposta.’

Para executar um planejamento fatorial, deve-se escolher as variaveis a
serem estudadas e efetuar-se experimentos em diferentes niveis destes fatores. De
um modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por b? onde a é o
namero de fatores e b € o niumero de niveis escolhidos. Em um estudo que tenha 3
fatores e 2 niveis (2%), o nimero total de experimentos é 8.

Nos planejamentos experimentais onde as variaveis sdo exploradas em 2
niveis, € comum codifica-los usando os sinais (+) e (-). A atribuicdo destes sinais aos
niveis superiores ou inferiores € feita arbitrariamente e n&o interfere na realizacao
dos experimentos ou interpretacdo dos resultados, além de permitir esquematizar o
planejamento na forma de matrizes de planejamento.?

Os efeitos obtidos em cada um dos experimentos avaliados séao,
posteriormente, utilizados para gerar informacdes a respeito das tendéncias de cada
fator estudado. Os efeitos podem ser de dois tipos: principais e de interacéo.

O efeito principal € aquele causado no sistema quimico, por uma das
variaveis, quando seus niveis passam de um valor para outro. JA o efeito de
interacdo é aquele causado no sistema em estudo pela interacdo de variaveis,
podendo ser de segunda, de terceira ou de ordem superior, de acordo com o

namero de fatores considerados na otimizacao.
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Neste trabalho foi realizada a otimizacdo das etapas de extracdo dos
flavonoides dos frutos de maracuja utilizando-se o planejamento fatorial completo,
no qual realizam-se experimentos em todas as possiveis combinagcdes dos niveis
dos fatores, apresentando a vantagem de se poder estimar os efeitos principais e

todos os efeitos de interacéo de todos os fatores nas respostas.’

2.1.2 Validacao do método analitico

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um dos procedimentos
cromatograficos mais utilizados na analise de flavonoides em plantas e alimentos,
devido a alta eficiéncia de separacdo destas substancias, sensibilidade alcancada,
além de possibilitar a obtencdo de um perfil cromatografico caracteristico e a
determinacdo quantitativa das substancias a serem estudadas.’

Utilizando-se a técnica CLAE ha necessidade de se avaliar a qualidade das
medi¢cbes quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado.™

A validacdo tem por objetivo assegurar que o meétodo utilizado seja adequado
ao que se propOe identificar ou quantificar, assegurando a confiabilidade dos
resultados.>*? Esta etapa é muito importante e necessaria para que o método
desenvolvido possa ser utilizado.*®

O primeiro passo no procedimento de validacdo deve ser a identificagdo do
problema analitico e o0 que € analiticamente vidvel. Deve ser levado em

consideracdo quando o método sera utilizado, qual o tipo de resposta que é exigido

(qualitativa ou quantitativa) e em qual estado estara o analito. E essencial que os
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estudos de validacdo sejam representativos e conduzidos de modo que a variagcao

da faixa de concentracéo e os tipos de amostras sejam adequados.™

Para validar o método desenvolvido neste trabalho foi utilizado o protocolo da

International Conference on Harmonisation (ICH),*® segundo o qual os parametros

analiticos que devem ser considerados séo:

Especificidade: é a capacidade que o método possui de medir exatamente o

analito em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacédo e componentes da matriz.

Linearidade: é a capacidade de um método analitico de demonstrar que 0s
resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Exatiddo ou Recuperacdo: € a proximidade dos resultados encontrados pelo

método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro convencional.

Precisdo: é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série

de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta
avaliacao deve ser considerada em trés niveis:

- Repetibilidade (preciséo intra-corridas): concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o0 mesmo analista e mesma
instrumentacao.

- Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre 0s
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes.

- Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes, como em estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de métodos analiticos

(por exemplo, para inclusdo de métodos em farmacopeias).
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7

Limite de deteccdo: € a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada.

Limite de quantificacdo: € a menor quantidade do analito em uma amostra

gue pode ser quantitativamente determinada com apropriada precisdo e

exatidao.
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2.2 OBJETIVOS

O objetivo desta parte do trabalho foi desenvolver um método validado por
CLAE-UV/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta por
arranjo de diodos) para a determinacdo quantitativa dos flavonoides da polpa dos
frutos de P. edulis Sims f. flavicarpa Degener, para avaliar a sua possivel utilizacédo
como alimento funcional, visto que ndo h& na literatura nenhum estudo sobre a
quantificacdo de flavonoides totais em frutos de P. edulis, fruto muito consumido no
Brasil, principalmente na forma de suco. Para isso, foram realizadas as seguintes

etapas:

» Desenvolvimento e otimizacdo de um meétodo de extracdo dos flavonoides

dos frutos de maracuja utilizando planejamento fatorial completo 2°.

» Validacdo de um método analitico para quantificacdo da flavona isoorientina
presente na polpa de P. edulis (usando o método de adicdo de padréo) e
quantificacdo dos flavonoides totais desta espécie (expressos em rutina,

usando o método do padrao externo) por CLAE-UV/DAD.

Além disso, foi realizada a identificacdo de alguns dos flavonoides na polpa
de P. edulis por CL-EM/EM (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas em tandem).
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Materiais, reagentes e padrbes analiticos

Materiais: cartuchos com fase Cig e 400,0 mg de adsorvente (Sep-Pak,
Waters Associates, Milford, MA, EUA); membranas hidrofilicas para filtracdo Millipore
Millex-HV PVDF (polivinilideno fluorado), com poros de 0,45 um, diametro de 25,0
mm e ndo estéril (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Solventes: etanol p.a. (Quemis, Diadema, Brasil), metanol grau HPLC (J. T.
Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), éter dietilico, acetato de etila, n-butanol e &cido
férmico p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha), acetonitrila (Tedia, Fairfield, OH, EUA)
grau HPLC e agua deionizada purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

Padrdes: rutina 95% (Sigma, St. Louis, EUA), isoorientina e isovitexina 99%

(Carl Roth, Karlsruhe, Alemanha).

2.3.2 Amostras dos frutos

Os frutos de P. edulis Sims f. flavicarpa Degener foram coletados em 15 de
janeiro de 2008 na Fazenda S&o Luiz, municipio de Bauru, S&o Paulo. Os frutos da
espécie P. alata Dryander foram coletados em 20 de abril de 2008, na Fazenda
Morada da Paz, municipio de Arealva, Sdo Paulo. As espécies foram identificadas
pelo Dr. Luis Carlos Bernacci do Herbario IAC, Instituto Agrondmico de Campinas-
SP: a espécie P. edulis foi catalogada sob o numero de voucher IAC 49929 e a

espécie P. alata com o IAC 50283.
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As polpas dos frutos foram separadas das sementes por meio de peneiracéo,
posteriormente foram armazenadas em frascos hermeticamente fechados e

congeladas em freezer a - 20 C.

2.3.3 Preparo dos extratos de flavonoides da polpa  do maracuja para analise

por CLAE-UV/DAD

Foi realizado o seguinte procedimento de extracdo: 30,0 mL de etanol ou de
metanol em diferentes proporcbes foram adicionados a 10,0 mL da polpa de
maracuja (livre de sementes); a seguir colocou-se a amostra em ultrassom e logo
apos na centrifuga, por 20 minutos a 10000 rpm e 25 C; o sobrenadante foi retirado
e concentrado no rotaevaporador até um volume de aproximadamente 2,0 mL.

O extrato concentrado foi entdo submetido a etapa de “clean-up” por extracao
em fase soélida (SPE), empregando-se cartucho Sep-Pak Waters de fase reversa
(C1g). Primeiramente efetuou-se o condicionamento do cartucho (400,0 mg de
adsorvente) com 5,0 mL de metanol seguido de 5,0 mL de agua; o extrato
concentrado foi introduzido no cartucho e eluido com 2,0 mL de metanol 60%
(eluicdo dos flavonoides), o volume foi ajustado em baldo volumétrico de 2,0 mL com
metanol 60% para posterior andlise quantitativa. Foi utilizada vazao gravitacional. Os
extratos foram filtrados utilizando-se membranas hidrofilicas Millipore Millex-HV

PVDF (0,45 pm; 25,0 mm) e posteriormente analisados por CLAE-UV/DAD.



Capitulo 2- Analise cromatografica dos flavonoides da polpa do maracuja

2.3.4 Otimizacao da extracao de flavondides

Foi realizada a otimizacdo das etapas de extracdo utilizando-se o
planejamento fatorial completo 2°. O planejamento fatorial tem o objetivo de
selecionar os fatores e suas interagcdes que interferem significativamente na
resposta obtida.

Elaborou-se um planejamento experimental, no qual as trés variaveis
independentes (fatores) foram: tipo de solvente, proporcdo do solvente e tempo de
sonicacao; e a variavel dependente (resposta) foi a porcentagem de area relativa do
pico de isoorientina, ou seja, (area da flavona isoorientina/ area de flavonoides
totais) x 100. As respostas foram obtidas analisando os cromatogramas por meio do
programa Empower (Waters).

No planejamento fatorial completo 23, de dois niveis e 3 fatores, ha um total
de oito experimentos, os quais foram iniciados escolhendo-se os niveis inferior e
superior para cada variavel, representados pelos sinais (-) e (+), respectivamente
(Tabela 2). Os oito experimentos foram realizados em triplicata, sendo cada replicata
realizada em um dia diferente, de maneira aleatoria.

O software Statistica 7.0 foi usado para o calculo dos efeitos e suas
interacOes, além da construcdo do grafico de Pareto e estimativa da superficie de

resposta.
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Tabela 2. Niveis e fatores avaliados no planejamento fatorial 2°

Niveis
Fatores Inferior (-) Superior (+)
Tipo de Solvente Metanol Etanol
Proporcao de Solvente 60% 100%
Tempo de sonicagéo (minutos) 15 3,0

2.3.5 Preparo dos extratos de flavonoides da polpa do maracuja para analises

por CL-EM/EM

Foi realizada uma extracdo liquido-liquido com a polpa de P. edulis e
analisadas as fracdes obtidas. Seguiu-se o procedimento descrito por Mareck et al.
(1990):*° adicionou-se 500,0 mL de metanol em 100,0 mL de polpa (livre de
sementes), a seqguir foi realizada agitacdo por 15 minutos a 40 C, seguido de
filtracdo e lavagem do filtro com 200,0 mL de metanol 70%, e o extrato filtrado foi
concentrado no rotaevaporador até eliminacdo do metanol (vi= 80,0 mL).

O extrato concentrado foi colocado em um funil de separacéo e adicionados
50,0 mL de éter dietilico, a mistura foi agitada e deixada em repouso, a seguir foi
recolhida a fase organica e filtrada com o agente secante Na,SO,4. A extracao foi
realizada em triplicata, o volume total recolhido da fase organica foi concentrado no
rotaevaporador até a secura, e entdo resuspendido em metanol a fim de obter a
concentracdo final de 10,0 mg mL™ para andlise. O mesmo procedimento foi
realizado com a fase aquosa restante (apos extracdo com éter dietilico), utilizando-
se como solventes extratores acetato de etila e n-butanol saturado com agua, e as

trés fracdes obtidas foram analisadas separadamente por CL-EM/EM.
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2.3.6 Andlises dos flavonoides presentes nos extrat  0s de maracuja

2.3.6.1 Andlise por CCD

Foram aplicados com micropipeta graduada (Eppendorf) 3,0 uL dos extratos
concentrados (itens 2.3.3 e 2.3.5) e dos padrdes rutina e isoorientina (ambos na
concentracéo de 200,0 mg L™ em metanol) em placa comercial de silica gel 60 (sem
indicador de fluorescéncia), espessura da camada de 0,2 mm (Merck, Art. 1.05553).
Utilizou-se como eluente: acetato de etila/acido formico/agua (82:9:9 v/v)'’ e, apds
secagem, foi realizada a revelagdo com um reagente especifico para revelacdo de
flavonoides: difenilborato de aminoetanol/ polietilenoglicol 400 (NP/PEG- 400).13° A
solugdo reveladora foi preparada dissolvendo-se 100,0 g de difenilborato de
aminoetanol em 500,0 mg de PEG-400, adicionando em seguida 10,0 mL de

metanol. Apds a secagem das placas, a visualizacdo das manchas fluorescentes foi

feita sob luz UV (A= 366 nm).

2.3.6.2 Andlise por CLAE-UV/DAD

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido
(Waters 2695) acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (Waters, PDA 2996),
usando sistema de aquisi¢cao e tratamento de dados Empower (Waters). Foi utilizada
coluna Symmetry® Cig (250 mm x 4,6 mm x 5 pm) com pré-coluna Symmetry® Cig
(2,0 cm x 4,0 mm x 5 um), ambas Waters.

A fase movel utilizada foi acetonitrila (solvente B) e agua deionizada em

sistema Milli-Q (solvente A), sendo as duas fases acidificadas com 0,2% de acido
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férmico. Visando a melhor separacdo das substancias presentes na amostra, foram
realizados varios estudos de otimizacdo, modificando-se o gradiente de eluicdo, a
vazdo (0,8 mL min™, 1,0 mL minte 1,2 mL min™) e a temperatura do forno da coluna

(35° C, 40 °C e 45 °C).

2.3.6.3 Andlise por CL-EM/EM

As analises por CL-EM/EM foram realizadas na Universidade de Liege
(Laboratério de Espectrometria de Massas, Bélgica) em um espectrometro de
massas do tipo triplo-quadrupolo Quattro Ultima Platinum, Waters-Micromass
(Manchester, UK) equipado com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) operando
no modo negativo, acoplado com um cromatdgrafo liquido Alliance 2690 (Waters,
Milford, MA, EUA). A coluna e condicbes cromatograficas foram as mesmas
utilizadas nas analises por CLAE-UV/DAD (item 2.3.6.2). As andlises foram feitas
segundo condi¢des anteriormente estabelecidas no laboratorio de Farmacognosia
da Universidade de Liege para analises de flavonoides: o efluente da CL foi dividido
usando um T-splitter resultando na vazdo de 0,2 mL min™, e a energia de colisdo
utilizada foi de 18 eV. As voltagens do capilar e do cone de amostragem foram de
3,2 kV e 50 V, respectivamente. A temperatura da fonte foi mantida a 125 <,
enquanto que a temperatura de desolvatacdo foi de 250 . O nitrogénio foi usado
como cone e gas de desolvatacdo & vazdo de 88 L h e 502 L h™, respectivamente.

As solucdes-padrdo de isoorientina e isovitexina foram preparadas na

concentracéo de 10 pg mL™ em metanol para analise por CL-EM/EM.
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2.3.7 Parametros analiticos avaliados na validacéo

Os parametros avaliados para a validacdo dos métodos de quantificacdo da
flavona isoorientina e flavonoides totais na polpa de P. edulis foram: especificidade,
linearidade, exatidao, precisao, limite de detecc¢éo e limite de quantificacdo, segundo

os protocolos da International Conference on Harmonisation (ICH).*

2.3.7.1 Especificidade

Foram realizados testes de pureza dos picos por meio dos espectros obtidos
com o detector de arranjo de fotodiodos (A= 200-400 nm), obtendo-se espectros em

diferentes pontos de cada pico.

2.3.7.2 Linearidade

Foi usado no processo de validacdo o padrdo isoorientina. As curvas
analiticas foram obtidas em triplicata pelo método da adicdo de padrao: aliquotas da
solucdo-padrdo de isoorientina (300,0 mg L™ em metanol 80%) foram adicionadas
aos extratos, a fim de obter as concentracdes finais de 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 80,0
mg L™ em metanol 80%.

Para a quantificacdo de flavonoides totais, foi utilizado o método do padréao
externo: a curva analitica foi construida a partir da solugcdo-estoque de rutina de
500,0 mg L' em metanol 80%, preparando-se solucdes nas seguintes
concentragfes: 50,0; 100,0; 150,0; 200,0 e 250,0 mg L em metanol 80%; cada

ponto foi analisado em triplicata.
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Em ambos os métodos, a linearidade foi avaliada pelo coeficiente de

correlacéo linear das curvas analiticas.

2.3.7.3 Exatidao

Foram adicionadas quantidades conhecidas do padrédo isoorientina a polpa de
P. edulis no inicio da extracdo dos flavonoides, a fim de se obter trés niveis de
concentracdo: 20,0; 45,0 e 70,0 mg L* (baixo, intermediario e alto da curva
analitica). Foram realizadas 9 determinacfes, ou seja, 3 concentracbes com 3
réplicas cada.

O mesmo procedimento foi realizado com o padrao rutina para 0os ensaios de
exatiddo do meétodo de quantificacdo de flavonoides totais, o0s niveis de
concentracdes utilizados foram: 70,0; 150,0; 250,0 mg L™,

A exatidao foi determinada pela equacéao 1.

Exatiddo (%) = Concentracdo média experimental . 100 (2)

Concentracao teorica

2.3.7.4 Precisao

A repetibilidade (preciséo intra-corrida) foi avaliada em um mesmo dia, com o
mesmo equipamento, mediante analises em triplicata de 3 extratos com diferentes
niveis de concentracdo do padrdo isoorientina: 20,0; 45,0 e 70,0 mg L? (baixa,
meédia e alta).

O mesmo procedimento foi realizado com o padrdo rutina com as seguintes
concentracdes: 70,0; 150,0; 250,0 mg L™ (nivel baixo, médio e alto da curva

analitica).
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A precisao intermediaria (precisao inter-corridas) foi avaliada em 3 dias
diferentes, com o mesmo equipamento, mediante analises em triplicata de 3 extratos
com diferentes niveis de concentracdo do padrao isoorientina: 20,0; 45,0 e 70,0 mg
Lt (baixa, média e alta).

Para o ensaio de precisao intermediaria com o padrao rutina foram analisados
0s extratos com 0s seguintes niveis de concentracdes do padrdo: 70,0; 150,0; 250,0
mg L™

A precisdo foi determinada a partir do desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variacédo (CV), segundo a equacgao 2.

DPR (%) = Desvio padrao . 100 (2)
Concentracéo média determinada

2.3.7.5 Limite de deteccgdao e limite de quantificaga o

O limite de deteccéo foi estabelecido por meio da andlise de solucdes de
concentragcdes conhecidas e decrescentes dos padrdes, até o valor da razdo de 3:1
entre o sinal e o ruido da linha de base.

O Ilimite de quantificacdo foi determinado analisando-se solucdes de
concentragbes conhecidas e decrescentes dos padrdes. Para o limite de

quantificacdo foi utilizada a raz&o 10:1 entre o sinal e o ruido da linha de base.
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2.3.8 Andlise quantitativa dos flavonoides presente s nos maracujas ( P. edulis e

P. alata)

A quantificacdo especifica da flavona isoorientina na polpa do fruto de P.
edulis foi realizada por meio do método de adicdo de padrdo. Foram adicionadas
aos extratos aliquotas da solugéo-estoque de isoorientina (300,0 mg L™ em metanol
80%) a fim de obter as concentracdes finais: 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 80 mg L™?, as
curvas analiticas foram construidas em triplicata. A quantidade de isoorientina foi
obtida analisando-se as triplicatas dos cromatogramas dos extratos obtidos em A=
330 nm.

As analises quantitativas para determinacdo dos flavonoides totais nos
extratos de P. edulis e P. alata foram realizadas através do método do padrdo
externo, utilizando-se a curva analitica construida com o padrdo rutina. A curva
analitica foi construida a partir da solucdo-estoque de rutina de 500,0 mg L™* em
metanol 80%. Foram preparadas solu¢gbes nas concentracfes: 50,0; 100,0; 150,0;
200,0 e 250,0 mg L™* em metanol 80%. A quantidade de flavonoides totais foi obtida
analisando-se as triplicatas dos cromatogramas dos extratos de cada espécie
obtidos em A= 330 nm: os valores de area de cada um dos picos identificados como
flavonoides (através dos espectros UV/DAD) foram somados e aplicados na curva

analitica para obtencédo do valor correspondente de concentracao de flavonoides.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Otimizagdo da extragdo atraves de planejament o fatorial

O planejamento fatorial completo 2° foi usado para avaliar os fatores ou
variaveis independentes que possuem influencia significante sobre a variavel
dependente ou resposta.

Segundo a literatura,”® a escolha do solvente influencia na eficiéncia da
extracdo, e devido a alteragbes na seletividade pode-se extrair maior quantidade das
substancias desejadas. Os flavonoides sdo compostos polares, contendo acucares e
grupos OH fendlicos, assim os solventes mais indicados sdo metanol e etanol, que
podem ser utilizados diluidos em agua, o que seria mais interessante do ponto de
vista econdémico e ambiental. Além disso, o uso destes solventes em misturas com
adgua é descrito nas Farmacopeias Francesa,” Europeia® e Brasileira®® para
extracdo de flavonoides das folhas de P. incarnata e P. alata.

A capacidade do solvente em atrair as substancias de interesse (coeficiente
de difusdo) influencia no tempo necessario para o contato com a amostra. Neste
caso, 0 emprego de banhos de ultrassom (sonicacdo) promove efeito sinergistico
com as propriedades do solvente gracas ao fendmeno de cavitacdo acustica,
caracterizado pela formagéo, crescimento e colapso de bolhas de ar, que ocasiona
um aumento da temperatura e presséo. Desse modo, o tempo de sonicacao torna-se
também relevante na determinacéo das condicdes de extragéo.?*

O tempo de sonicacgéo, o tipo de solvente e sua propor¢ao propostos neste
trabalho, estdo de acordo com a literatura.'’?>*® Os 8 experimentos do planejamento

fatorial foram realizados em triplicata. A Tabela 3 apresenta os valores dos 3 fatores
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selecionados (tipo de solvente, proporcdo de solvente e tempo de sonicacdo) e a

meédia das respostas, com seus respectivos desvios.

Tabela 3. Respostas dos experimentos do planejamento fatorial completo 23

Proporcao Temoo de Média das respostas
. de 1po ¢ (% Area do pico de Desvio
Experimento Solvente sonicagao ) Y ~
solvente (minutos) isoorietina/area Padrao
(%) flavonoides totais)
1 Metanol 60 15 18,12 0,11
2 Etanol 60 15 19,40 0,12
3 Metanol 100 15 17,82 0,16
4 Etanol 100 15 17,99 0,14
5 Metanol 60 3,0 18,08 0,09
6 Etanol 60 3,0 19,13 0,14
7 Metanol 100 3,0 18,38 0,12
8 Etanol 100 3,0 18,39 0,11

As respostas do planejamento fatorial completo 23 foram obtidas analisando
0os cromatogramas de diferentes formas. Primeiramente foram analisadas como
respostas a area total dos picos dos cromatogramas e a area total dos flavonoides:
foram calculados todos os efeitos, porém concluiu-se que nenhuma variavel era
significante no processo de extragdo. Assim, optou-se por analisar a area dos picos
dos possiveis flavonoides separadamente.

Foi obtida resposta significativa a partir dos valores percentuais de area
relativa do pico da flavona isoorientina (area da flavona/area flavonoides totais
presentes no extrato de P. edulis) (Figura 11). A isoorientina apresenta duas bandas
de absor¢cdo no UV (Figura 12), caracteristicas das flavonas: banda | em 300-380

nm e banda Il em 240-280 nm.?’
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Figura 11. Cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo flavonoidica de
P. edulis. (*) Picos identificados como flavonoides. Fase movel: gradiente linear de
0,2% de acido formico em agua (solvente A) e 0,2% de acido férmico em acetonitrila
(solvente B); 0-10 minutos, 12%-16% de B em A e 10-30 minutos, 16-20% de B em
A, vazdo 0,8 mL min™, temperatura do forno= 40 °C (item 2.4.2.2).
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Figura 12. Espectro UV/DAD e estrutura da isoorientina (pico com t= 13,217
minutos no cromatograma da Figura 11) presente na fracdo flavonoidica do extrato

de P. edulis.

Utilizando o programa STATISTICA 7.0, foram calculados os efeitos primarios

de cada variavel (1, 2 e 3) e os efeitos de interacdo secundérios (1 e 2, 1 e 3, 2 e 3),

totalizando 6 efeitos (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores dos efeitos do planejamento fatorial completo

Fatores Valores Nivel de Distribuicéo
dos significancia de Student
efeitos (p) (®
(1) Solvente 0,6325 0,0176 36,143
(2) Proporcéo de -0,5325 0,0209 -30,429
solvente
(3) Tempo de 0,1625 0,0683 9,286
sonicacao
le?2 -0,5375 0,0207 -30,714
le3 -0,0975 0,1131 -5,571
2e3 0,3175 0,0350 18,143

A significancia dos efeitos ao nivel de confianca de 95% (p<0,05) pode ser

melhor visualizada pelo grafico de Pareto (Figura 13).

(1)Solvente 36,143

le2 -30,7143

(2)Proporgdo do solvente

-30,4286

2e3

(3)Tempo de sonicacao

le3 -5,57143

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Efeito padronizado estimado (Valor Absoluto)

Figura 13. Grafico de Pareto, indicando os valores dos efeitos padronizados.
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Pode-se observar na Figura 3 que os efeitos 1, 1 e 2, 2 e 2 e 3 sdo
significativos, ou seja, que neste planejamento as variaveis 1 (tipo de solvente) e 2
(proporcéo de solvente) sao significativas (no intervalo de confianca de 95%) para o
procedimento de extracdo dos flavonoides dos frutos de P. edulis, enquanto que a
variavel 3 (tempo de sonicacdo) ndo apresentou relevancia na extracdo dentro do
intervalo de tempo considerado.

A analise estatistica também mostrou um efeito significativo antagbnico para o
solvente (0,6325) e para a proporcao de solvente (-0,5325), ou seja, que o etanol
tem maior capacidade de extracdo do que o metanol, e que a proporcao de 60% é
mais eficiente na extracdo do que 100% de solvente orgéanico. A interacdo entre
estas duas variaveis apresentou efeito significativo, demonstrando que a extracéo
com etanol 60% proporciona uma maior area relativa de isoorientina.

Esta analise pode ser confirmada pela superficie de resposta (Figura 14), que
mostra o nivel 6timo para cada variavel, apresentando um valor mais alto de
resposta (em vermelho) para valores positivos da variavel 1 e negativos da variavel

2.
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Figura 14. Superficie de resposta estimada para area relativa da flavona isoorientina
em funcao do tipo e proporcao de solvente.

Os valores do grafico de contorno foram normalizados para facilitar a

interpretacdo e visualizacao dos resultados (Figura 15).
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Figura 15. Grafico de contorno para a area relativa da isoorientina em funcéo do tipo
e proporcgéo de solvente.

Por meio do grafico de contorno nota-se uma diferenca de 7% entre o
experimento de maior e menor valor de resposta. Com estes resultados foi possivel

determinar as condicdes o6timas de extracdo: solvente etanol 60% e tempo de

sonicacao de 1,5 minutos.
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2.4.2 Andlise cromatografica dos flavonoides presen  tes nos extratos de polpa

de P. edulis e P. alata

2.4.2.1 Anélise por CCD

Visando a obtencédo de informacgdes estruturais dos flavonoides presentes no
maracuja, foram realizadas comparacdes dos extratos com padrdes, visualizando as
manchas de fluorescéncia e o Rg dos flavonoides do maracuja e dos padrées
analiticos. O Rg dos padrbes e de cada flavonoide da amostra foi calculado de
acordo com a equacao (3).

Reg=  distancia (cm) percorrida pela substancia (3)

distancia (cm) percorrida pelo eluente

ApoOs o desenvolvimento cromatografico e secagem das placas, foi feita a
revelacdo com o reagente difenilborato aminoetanol/PEG 400 (NP/PEG 400) e
visualizagao sob luz UV de A= 366 nm. O extrato de P. edulis (item 2.3.3) apresentou
uma mancha de fluorescéncia amarela (Rg= 0,36) semelhante ao padrao isoorientina
(fluorescéncia amarela) com Rg= 0,35, sugerindo a presenca desta flavona no extrato
(Figura 16). Esta coloracéo é caracteristica de flavonoides C-glicosideos, sendo que
a presenca de dois grupos OH nas posicfes 3’ e 4’, como nos derivados de luteolina
(orientina (4) e isoorientina (3)), causa esta fluorescéncia de cor amarela.'® O extrato
de P. alata ndo apresentou manchas caracteristicas de nenhum padrdo de
flavonoide testado, até o limite de deteccdo por CCD (50,0 pg mL™), conforme a

literatura.?®
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Figura 16. Placas CCD reveladas com NP/PEG 400 e visualizadas sob luz UV (A=
366 nm). 1- extrato de P. edulis (Re= 0,36); 2- solucdo-padrao de isoorientina (Rg=
0,35); 3- extrato de P. alata. Fase movel: acetato de etila/acido férmico/dgua (82:9:9
v/v).

Foram analisadas também as frag6es de polpa de P. edulis e P. alata (Figura
17) obtidas ap0s a extracao liquido-liquido (item 2.3.5): a fracdo do extrato de P.
edulis extraida com o solvente acetato de etila apresentou manchas amarelas mais
intensas comparada com as outras fracbes, sugerindo uma maior quantidade de
flavonas derivados de luteolina (8), como a isoorientina (3) (fluorescéncia amarela)
nesta fracdo (Figura 16), o extrato ndo apresentou manchas caracteristicas dos
padrées hiperosideo e rutina (Figura 18). Esta fracdo foi posteriormente analisada
por CL-EM/EM (item 2.4.2.3). Os extratos de P. alata apresentaram manchas azuis

caracteristicas de acidos carboxilicos fendlicos, como por exemplo, o acido caféico,

o qual ocorre frequentemente em plantas com flavonoides.?*
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Figura 17. Placas CCD reveladas com NP/PEG 400 e visualizadas sob luz UV (A=
366 nm). 1- extrato de P. edulis fracdo éter dietilico; 2- extrato de P. edulis fracdo
acetato de etila; 3- extrato de P. edulis fracéo éter dietilico; 4- padrao de hiperosideo
(H) e de rutina (R); 5- extrato de P. edulis fracdo éter dietilico, 6- extrato de P. edulis
fracédo éter dietilico, 7- extrato de P. edulis fracdo éter dietilico. Fase movel: acetato
de etila/acido férmico/agua (82:9:9 v/v).

(9)

OH

Figura 18. Estrutura dos flavonoides: (9) hiperosideo (quercetina-3-O-galactosideo),
(10) rutina (quercetina-3-O-rutinosideo).
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2.4.2.2 Otimizacao das condicdes de analise por CLA E

Para se obter a melhor separacdo dos flavonoides foram realizados varios
estudos de otimizacgao, alterando-se o gradiente de elui¢do, a vazao da fase movel e
a temperatura do forno.

A fase moével utilizada foi escolhida baseada na literatura:*’ a acetonitrila gera
picos mais estreitos e mais separados, com um numero maior de pratos teoricos
devido a sua baixa viscosidade (0,37), quando comparada ao metanol (0,6). O acido
férmico foi usado na fase movel para eliminar a “cauda” dos picos devido a interacéao
com os sitios residuais da silica.*

Iniciou-se a otimizacdo do gradiente de eluicdo a partir das condicdes
estabelecidas pela Dr. Cintia A. M. Pereira para as folhas de Passiflora,'’ sendo
realizadas modificacdes, como a diminuicdo da porcentagem inicial de acetonitrila, e
com isso diminuiu-se a for¢ca do eluente para uma melhor separacdo dos picos no
inicio do gradiente; também foi diminuido o tempo de corrida e modificada a
porcentagem de aumento da proporcdo de acetonitrila por unidade de tempo,
obtendo-se uma boa resolucéo entre os picos. A vazao foi fixada em 0,8 mL min™ e
a temperatura do forno da coluna em 35 °C. Apds muitos testes variando-se a
proporcdo da fase moével, o gradiente que apresentou melhor resolucdo para a
maioria dos picos foi: 0-10 minutos: 12%-16% de B em A, 10-30 minutos: 16-20% de
B em A, de 30-40 minutos: 20-12% de B em A (lavagem); sendo o solvente A, 0,2%
de acido férmico em agua e o solvente B, 0,2% de acido formico em acetonitrila.

O proximo passo da otimizacdo foi a modificacdo da vazdo da fase movel,
testando-se: 0,8; 1,0 e 1,2 mL min™®. O aumento da vaz&do da fase mével tornou a

analise mais rapida, aumentando a pressao ao longo da coluna, mas ocorreu a
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perda na eficiéncia e diminuicdo na resolucdo entre a maioria dos picos; por outro
lado, com a diminuicdo da vazdo aumentou-se a eficiéncia e consequentemente o
namero de pratos tedricos da coluna; assim a melhor separacdo e eficiéncia foi
obtida com vaz&o 0,8 mL min™.

Também foram realizados testes com a temperatura do forno, fator importante
para se obterem tempos de retencéo reprodutiveis. Com o0 aumento da temperatura
ocorre a diminuicdo da viscosidade dos solventes, reduzindo a pressao atraves da
coluna, além de aumentar o valor da difusividade do soluto na fase movel,
permitindo melhor transferéncia de massa.** Utilizando o gradiente otimizado e a
vazdo de 0,8 mL min™?, variou-se a temperatura de 35, 40 e 45 °C. A 40 °C,
observou-se melhora na resolucdo para a maioria dos picos; ja com a temperatura
do forno a 45 °C ocorreu diminuicdo do tempo de retencdo das substancias, porém
ocorreu a perda de resolucdo entre muitos picos. Conclui-se entdo que a melhor
temperatura para analise é de 40 °C.

Para a escolha do melhor comprimento de onda para analise dos flavonoides
do extrato foi realizado o monitoramento da faixa de comprimento de onda de 200 a
400 nm, por meio do sistema de deteccao de arranjos de fotodiodos, e assim foi
possivel determinar os espectros de absor¢do no UV de cada pico. Observou-se que
todos os flavonoides apresentaram duas bandas de absorgéo, sendo uma com Amax.
entre 240-280 nm e a outra em torno de 300-380 nm, mostrando que os flavonoides
presentes na polpa do maracuja sdo predominantemente da classe das flavonas.?’
O comprimento de onda escolhido foi de 330 nm, no qual obteve-se boa
sensibilidade para a maioria dos possiveis flavonoides presentes no extrato (Figura

19).
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A Figura 19 mostra o cromatograma do extrato de P. edulis nas condi¢oes

cromatograficas otimizadas.
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Figura 19. Cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo flavonoidica de
P. edulis obtida por SPE em Ci3g (item 2.3.3). Fase movel: gradiente linear de 0,2%
de acido formico em agua (solvente A) e 0,2% de acido formico em acetonitrila
(solvente B); 0-10 minutos, 12%-16% de B em A e 10-30 minutos, 16-20% de B em
A, vazdo 0,8 mL min*, temperatura do forno de 40 °C.

Foram analisados e comparados com as amostras de Passiflora os seguintes
padrées de flavonoides: rutina (10), orientina (4), isoorientina (3), apigenina e
luteolina (8), nas mesmas condi¢cdes cromatograficas. Foi encontrado no extrato de

P. edulis apenas a flavona C-glicosideo isoorientina, baseado na comparag¢do do

tempo de retencdo e no espectro de UV-Vis/DAD do padrdo com o extrato (Figuras

20 e 21).
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Figura 20. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD (A= 330 nm) da fracéo
flavonoidica de P. edulis, t.= 13,21 minutos (A) e do padrao isoorientina, t= 13,20

minutos (B).
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Figura 21. Espectros UV/DAD da fracéo flavonoidica de P. edulis, t= 13,21 minutos
(A) e do padrao isoorientina, t,= 13,20 minutos (B) (cromatograma da Figura 20).

O método desenvolvido e otimizado para P. edulis foi aplicado para a analise
dos flavonoides de P. alata. Observou-se no cromatograma do extrato dos frutos do
maracuja doce (Figura 22) que alguns picos apresentam alta absorbancia em A= 330

nm e boa separacdo com o gradiente otimizado para o extrato de P. edulis.
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Figura 22. Cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo flavonoidica de
P. alata. Fase movel: gradiente linear de 0,2% de acido férmico em agua (solvente
A) e 0,2% de acido formico em acetonitrila (solvente B); 0-10 minutos, 12%-16% de
B em A e 10-30 minutos, 16-20% de B em A, vazdo 0,8 mL min™, temperatura do

forno de 40 °C.
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2.4.2.3 Anédlise por CL-EM/EM

A fim de identificar a estrutura de alguns flavonoides presentes na polpa do
maracuja e também confirmar a presenca de isoorientina em P. edulis, identificada
por CLAE-UV/DAD (item 2.4.2.2), foram feitas analises por CL-EM/EM.

Inicialmente foram realizadas as analises do extrato total da polpa de P. edulis
(item 2.3.3) por CL-EM, com energia de colisdo de 2,0 eV, no modo de ionizacao

negativo, obtendo-se assim o cromatograma do ion total (TIC) (Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma do ion molecular (TIC) do extrato total de P. edulis obtido
por CL-EM, ionizacdo eletrospray, modo negativo. Fase mével: gradiente linear de
0,2% de acido formico em agua (solvente A), 0,2% de acido férmico em acetonitrila
(solvente B). Demais condicGes cromatograficas descritas no item 2.4.2.2.

O cromatograma da Figura 23 mostra a complexidade da amostra e a
dificuldade de separagao dos picos. Por isso, foi realizado o processo de extracéo
de flavonoides de P. edulis através da particdo liquido-liquido, e as trés fracdes

obtidas a partir da extragdo sequencial com éter dietilico, acetato de etila e n-butanol

(tem 2.3.5) foram analisadas por CL-EM. Verificou-se que a fracdo obtida com
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acetato de etila apresentou maior quantidade de flavonoides, conforme observado
por CCD (item 2.4.2.1), assim foi realizada a analise deste extrato obtendo-se o TIC

desta fracao (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma do ion total (TIC) da fracdo acetato de etila de P. edulis
obtido por CL-EM, ionizacdo eletrospray, modo negativo. Fase movel: gradiente
linear de 0,2% de &cido férmico em agua (solvente A), 0,2% de acido formico em
acetonitrila (solvente B). Demais condicbes cromatograficas descritas no item
2.4.2.2.

Foram comparados os cromatogramas da fracdo da polpa de P. edulis com
varios padrdes de flavonoides: luteolina (8), apigenina, orientina (4), isoorientina (3),
vitexina e isovitexina (5). Verificou-se similaridade entre os tempos de retengéo,
espectros no UV e cromatogramas com selecdo dos ions quasi-moleculares [M-H]

(moléculas desprotonadas) correspondentes aos padrdes isoorientina (m/z= 447) e

isovitexina (m/z= 431) (Figura 25).
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Figura 25. Cromatograma de massas (A) do ion m/z 431 do padrao de isovitexina,
(B) do ion m/z 431 da fracdo acetato de etila de P. edulis, (C) do ion m/z 447 do
padrdo de isoorientina, (D) do ion m/z 447 da fracdo acetato de etila de P. edulis.
Para confirmacao da presenca dos flavonoides isoorientina e isovitexina na
fracdo da polpa de P. edulis foram analisadas as fragmentacdes destes padrdes e

de alguns picos selecionados do cromatograma (TIC) por CL-EM/EM, através da

técnica de dissociacdo induzida por colisdo (DIC) (Figura 26).
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Figura 26. Espectros CL-EM/EM, ionizacao eletrospray, modo negativo, energia de
colisdo 18,0 eV: (A) do ion m/z 431 do padréo de isovitexina, (B) do ion m/z 431 do
pico de t; = 19,46 minutos da fracdo de P. edulis (Fig. 12), (C) do ion m/z 447 padrao
isoorientina, (D) do ion m/z 447 do pico de t, = 14,09 minutos de m/z 447 da fracéo
de P. edulis (Fig. 22).
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Constatou-se que os fragmentos dos picos de t= 19,46 e t,= 14,09 minutos da
fracdo de P. edulis sdo caracteristicos das flavonas isovitexina e isoorientina,
respectivamente. Estas flavonas ja foram relatadas na literatura presentes nas
folhas® e frutos'® de P. edulis. A isovitexina apresenta o fon quasi-molecular [M-H]’
em m/z 431 e os fragmentos mais abundantes [M-H-90] com m/z 341 e [M-H-120]
com m/z 311. Ja a flavona isoorientina apresenta o ion quasi-molecular [M-H]  em
m/z 447 e os fragmentos mais abundantes [M-H-90], m/z 357 e [M-H-120], m/z 327,
ambos originados da fragmentacao do acucar (glucose).

A rota de fragmentacdo proposta para os padrfes de isovitexina e orientina

esta de acordo com a literatura®=>* (Figura 27).

Isovitexina: R=H

Isoorientina:; R= OH

[M-H-1201- : 02X

—» [M-H-90]- : 03X-

Figura 27. Caminhos de fragmentacao para as flavonas isovitexina e isoorientina.

A fracdo acetato de etila do extrato de polpa de P. alata (Figura 28) também
foi analisada e comparada com padrées de flavonoides por CL-EM/EM, porém nao
foi encontrado nenhum destes flavonoides no extrato e verificou-se somente a

presenca de alguns acidos organicos, como o &cido malico (Figura 29).
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Figura 28. Cromatograma do ion total (TIC) da fracdo acetato de etila de P. alata
obtido por CL-EM, ionizacdo eletrospray, modo negativo. Fase movel: gradiente
linear de 0,2% de &cido férmico em agua (solvente A), 0,2% de acido formico em
acetonitrila (solvente B). Demais condi¢des cromatograficas descritas no item

2.4.2.2.
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Figura 29. Espectros CL-EM/EM obtido com ionizag&o eletrospray e modo negativo,
energia de colisdo de 18,0 eV: (A) do ion m/z 133 do pico de t, = 3,70 minutos da
fracdo de P. alata, (B) do ion m/z 133 do padréao de acido malico.



Capitulo 2- Analise cromatografica dos flavonoides da polpa do maracuja

Observou-se através da fragmentacdo (CL-EM/EM) do pico de t= 3,70
minutos da fragdo de P. alata os fragmentos caracteristicos do &cido malico, que
apresenta o ion quasi-molecular [M-H]" em m/z 133 e os fragmentos mais
abundantes [M-H-H,O] com m/z 115, [M-H-60] m/z 73 e [M-H-62] m/z 71, com as

abundancias relativas de 100%, 10% e 50%, respectivamente.*®
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2.4.3 Validacdo do método cromatografico (CLAE)

O método otimizado para analise CLAE-UV/DAD de P. edulis (itens 2.4.1 e
2.4.2.2, Figura 18) foi validado segundo os protocolos da ICH', os quais
estabelecem o0s seguintes parametros analiticos: especificidade, linearidade,

exatidao, precisao, limite de deteccéo e limite de quantificacéo.

2.4.3.1 Especificidade

O pico cromatografico da flavona isoorientina presente no extrato de P. edulis
foi analisado por meio dos espectros UV/DAD obtidos em diferentes regides do pico,
gue mostraram grande similaridade entre si, comprovando assim nado haver co-

eluicdo de interferentes (Figura 30).
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Figura 30. Cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo flavonoidica de
P. edulis e espectro UV/DAD obtido em trés diferentes regides do pico de
isoorientina (t= 13,21 minutos).

O mesmo procedimento foi realizado para todos os picos considerados na

quantificacdo dos flavonoides totais e 0s espectros se apresentaram similares em
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diferentes regibes do mesmo pico; houve a coeluicdo entre alguns possiveis

flavonoides, o que néo interferiu na quantificacdo de substancias totais.

2.4.3.2 Linearidade

Foram escolhidos os padrdes de isoorientina (presente na polpa de P. edulis)
para a validacdo do método especifico para esse flavonoide, e a rutina como padrao
do método para quantificacdo de flavonoides totais (Figura 31). A rutina é um
flavonol O-glicosideo e apesar de ndo estar presente no extrato, € de facil acesso e
baixo custo: 5,0 mg de isoorientina tem um custo em torno de R$ 270,00, enquanto
que a mesma quantidade de rutina custa R$ 0,04, sendo portanto viavel para uso

rotineiro em controle de qualidade.

H 4 O-Glu-Rha
OH O

(3) (10)
Figura 31. Estrutura dos flavonoides: (3) isoorientina, (10) rutina; Glu: glucose; Rha:
ramnose.

A quantificagdo da flavona isoorientina na polpa dos frutos de P. edulis foi
feita por meio do método de adicdo de padrdo, que consiste na adicdo de
quantidades conhecidas da substancia de interesse a quantidades conhecidas da
amostra.’® A quantificacdo de flavonoides totais foi feita por meio do método de

padrao externo: neste método compara-se a area da substancia a ser quantificada
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na amostra com as areas obtidas utilizando-se solucdes de concentracbes
conhecidas preparadas a partir de um padrdo.’® A linearidade do método foi
determinada a partir de regressdo linear das curvas analiticas construidas em
triplicata e em 5 niveis de concentragao.

Foram construidas também curvas analiticas com o padrdo isoorientina em
metanol 80% (sem a presenca da matriz) nas concentra¢des de 5,0; 10,0; 20,0; 40,0
e 80,0 mg L™ para verificacdo do efeito de matriz (Figura 32). Comparando-se as
duas curvas analiticas verificou-se que elas ndao sao perfeitamente paralelas, ou
seja, ha interferéncia da matriz na determinacao da isoorientina, justificando assim, a
escolha pelo método de adicdo de padrdo para sua quantificacdo, devido a

complexidade da amostra.

B |soorientina + polpa de P. edulis
Isoorientina em metanol 80%

2500000 P

2000000

1500000

Area

1000000

500000

__ﬁrg___é st N WU N NI RS N RS R
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

X .
andlito Concentrac&o mg L™

Figura 32. Curvas analiticas obtidas por diferentes métodos: adicdo de padrédo
(preto) e padrao externo (vermelho); Xanaito representa a concentragao do analito na
amostra.

A Figura 33 mostra a curva analitica construida utilizando o padrdo rutina,

para a quantificacdo dos flavonoides totais da polpa do maracuja por meio do

meétodo do padrdo externo.
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Figura 33 . Curva analitica de rutina em metanol 80%.

A Tabela 5 apresenta as equacdes das curvas analiticas dos padrdes,
calculadas pelo método dos minimos quadrados e também os coeficientes de
correlacdo (r), que apresentaram valores superiores a 0,99, indicando grande
correlagdo linear entre a concentracdo da substancia e a é&rea dos picos,

comprovando assim a linearidade dos métodos nas faixas escolhidas.

Tabela 5. Parametros referentes as curvas analiticas dos padrées

Padréo Concentragéo Area Equacédo dareta Coeficiente de
real (Mg |_-1)* média (y=a+bx) correlacao (r)
Isoorientina 4,95 419971
(adicdo de 9,90 557279 y = 297697,9+ 0,99995
padréo) 19,8 833119 26210,0 x
39,6 1350130
79,2 2390537
Rutina 47,5 695169
(padréo externo) 95,0 1397039 y = -55539,3+ 0,99975
1425 2096714 15326,2 x
190,0 2839320
237,5 3614012

*
Valores corrigidos considerando a pureza dos padrdes: rutina 95% e isoorientina 99%.
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2.4.3.3 Exatidao

A exatidao é determinada pela medida de quéo préximo o valor experimental
estd do valor verdadeiro; para isto, foram adicionadas ao extrato quantidades
conhecidas de solucdo-estoque do padrao de isoorientina no inicio da extracao, para
obter-se trés niveis de concentracdo (baixo, intermediario e alto). Este ensaio foi
repetido com adicdo do padrdo rutina também em trés niveis de concentracdo. A
exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacdo do padrdo, sendo o

procedimento realizado em triplicata para cada concentracdo (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos ensaios de exatiddo para os extratos de P. edulis
fortificados com padrdes de flavonoides

Padréao Concentracdo Exatiddo (%) Desvio Padréao
final (mg L™) (n=3) Relativo (DPR %)

Isoorientina 20,0 87,04 0,65
45,0 90,22 0,32
70,0 91,13 0,78
Rutina 70,0 86,22 0,11
150,0 84,10 0,25
250,0 87,67 0,16

Pode-se observar que as recuperacdes estao entre 84 a 91%, estando dentro
do intervalo aceitavel de recuperacdo (70-120%),'° mostrando assim a exatiddo dos

dois métodos.
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2.4.3.4 Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos de uma
mesma amostra; esta precisdo € subdividida em repetibilidade e precisdo
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada mediante 9 determinacbes em um mesmo
dia, ou seja, com a adicdo de padrdo a amostra em 3 concentracdes diferentes,
cada um em triplicata. A precisdo intermediaria foi avaliada verificando a
concordancia entre os resultados obtidos em 3 dias diferentes, porém com o0 mesmo
equipamento e analista, e os resultados foram expressos em termos de desvio

padrao relativo (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados dos ensaios de precisdo para os extratos de P. edulis
fortificados com padrdes de flavonoide

Padréao Concentragéo Repetibilidade Precisao intermediaria
(mg L™ (mesmo dia, n=9) (3 dias diferentes, n=3)
DPR (%) DPR (%)

Isoorientina 20,0 0,65 3,43

45,0 0,32 2,32

70,0 0,78 3,81

Rutina 70,0 0,11 2,25

150,0 0,25 2,02

250,0 0,16 3,73

DPR= Desvio Padrdo Relativo

Todos os valores de DPR na repetibilidade e precisdo intermediaria foram
abaixo de 5%, que é o valor preconizado pelos protocolos do ICH,!S> e portanto os

dois métodos foram considerados precisos.
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2.4.3.5 Limite de deteccao (LOD) e limite de quanti ficacédo (LOQ)

O LOD e LOQ foram estabelecidos por meio da andlise de solucbes de
concentracdes conhecidas e decrescentes dos padrdes na faixa de 1,0 a 0,1 mg L™.
O critério adotado para o LOD foi a razdo entre a altura do sinal e do ruido de 3:1 e
para 0 LOQ esta razdo foi de 10:1. Também foram realizados os calculos

considerando a massa molar dos padrdes (Tabela 8).

Tabela 8. Limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) das solucdes padrdo’

Padrdo LOD (mgL%) LOQ(mgL")  LOD(mmolL")  LOQ (mmolL™)
Isoorientina 0,10 0,40 2,23.10* 8,92.10*
Rutina 0,14 0,57 2,29.10* 9,34.10*

*

Isoorientina (MM= 448,38 g mol™) e rutina (MM= 610,50 g mol™).

Pode ser observado na Tabela 8 que os valores em mmol L™ dos LOD e LOQ
dos padrbes estdo bem proximos. Os valores de areas de picos dos flavonoides
abaixo do LOQ nao foram utilizados na quantificacdo dos flavonoides totais dos

extratos.
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2.4.4 Andlise quantitativa dos extratos de  Passiflora

2.4.4.1 Quantificagcéo da isoorientina

A concentracdo de isoorientina nos extratos de P. edulis foi obtida por meio
do método de adicdo de padrdo, e a média do valor encontrado foi de 16,226 *
0,050 mg L™ (correspondente a 0,036 + 0,001 mmol L™). Observou-se também que
0 pico da flavona isoorientina apresenta a maior area, cerca de 19% dos flavonoides

totais.

2.4.4.2 Quantificagéo dos flavonoides totais

Por meio do método do padrdo externo, utilizando o padrdo rutina, foi
realizada a quantificacdo dos flavonoides totais na polpa dos frutos de P. edulis
(Figuras 34 a 36) e P. alata (Figuras 37 a 39).

Os picos dos possiveis flavonoides das duas espécies estudadas foram
identificados por seus espectros no UV devido as duas bandas de absorcao
caracteristicas, uma com Ansx entre 240-280 nm e a outra banda em torno de 300-
380 nm.?” Através dos cromatogramas obtidos por CLAE (A= 330 nm) foram
comparadas as areas dos picos dos flavonoides das duas espécies com as areas

das solucdes de concentracdes conhecidas do padréo.
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Figura 34. Cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo flavonoidica de
P. edulis. Os picos numerados foram identificados como possiveis flavonoides.
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cromatograma da Figura 34 (continuacao).
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Figura 37. Ampliacdo do cromatograma (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm da fracéo
flavonoidica de P. alata. Picos de possiveis flavonoides numerados de 1 a 7.
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Figura 39. Espectros UV/DAD correspondentes aos picos assinalados no
cromatograma da Figura 37 (continuacao).

As quantificagdes foram realizadas em triplicata e os flavonoides totais foram
expressos em mg L™ e mmol L™ de rutina (Tabela 9). Foi também realizado o teste-t
de Student ao nivel de confianca de 95%, observando-se que nao ha diferenca
significativa para duas amostras de uma mesma espécie, ou seja, aliquotas

armazenadas em frascos diferentes (P. edulis 1 e P. edulis 2).
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Tabela 9. Determinag?o quantitativa por CLAE-UV/DAD dos flavonoides de duas
espécies de Passiflora

Amostras Flavonoides totais expressos em rutina
(mg L™ =d.p. (mmol L™) = d.p.
P. edulis 1 158,04 + 0,60? 0,2589 + 0,0009"
P. edulis 2 157,24 + 0,372 0,2576 + 0,0006"
P. alata 1 94,68 + 0,06° 0,1551 + 0,0001°
P. alata 2 94,76 + 0,08° 0,1552 + 0,0001°

*
Amostras 1 e 2 = aliquotas armazenadas em frascos diferentes; n= 3, d.p.= desvio padrao

abed pares sdo estatisticamente idénticos ao nivel de confianga de 95%

Os dados da Tabela 9 mostram que a quantidade de flavonoides totais na
amostra de P. edulis € maior do que em P. alata. Além disso, a polpa das duas
espécies apresentaram quantidades de flavonoides comparaveis a outros alimentos
como p. ex., a garapa que, segundo a literatura,® apresenta 0,241+ 0,001 mg de
flavonoides totais (expressos em diosmina/mL de suco), correspondente a 0,396

mmol L.
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2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

O método desenvolvido e validado por CLAE-UV/DAD mostrou-se adequado
e confidvel para a analise quantitativa da flavona isoorientina na polpa dos frutos de
P. edulis e para a quantificacdo de flavonoides totais, utilizando o padréo rutina
(como alternativa de baixo custo) nos extratos da polpa das espécies P. edulis e P.
alata.

Os parametros analiticos avaliados mostraram que o método possui boa
especificidade, linearidade na faixa escolhida, exatiddo e precisdo dentro dos limites
aceitos, além de LOD e LOQ que indica a eficiéncia do método na quantificacdo de
flavonoides em concentracdo minima em torno de 1,0.10° mmol L™.

Verificou-se que a quantidade de flavonoides totais encontrada na polpa de P.
edulis (a espécie de maracuja mais consumida no Brasil) é significativa e
comparavel a outros alimentos como o maracuja doce (P. alata) e a garapa. Além
disso, foram identificadas as flavonas isoorientina e isovitexina na polpa de P. edulis,

flavonas muito importantes por apresentarem diversas atividades farmacolégicas.
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CAPITULO 3- ANALISE CROMATOGRAFICA DOS FLAVONOIDES

DAS CASCAS DE P. EDULIS

3.1 INTRODUCAO

A CCDAE tornou-se uma técnica de precisdo, sensibilidade e
reprodutibilidade comparaveis as da CLAE. A CCDAE é considerada uma técnica
alternativa a CLAE no campo da padronizacédo de fitoterapicos, sendo muito utilizada
principalmente em laboratérios da Europa, apresentando a vantagem de nao
requerer etapa de clean-up nos extratos brutos de plantas, mesmo em analises
guantitativas. Além disso, apresenta um baixo consumo de solventes e reagentes,
minimizando a quantidade de residuos gerados, sendo por isso sugerida na
elaboracdo de novos métodos pelas Farmacopeias Americana e Europeia.'?

Apesar dos avancos da instrumentacdo e das vantagens que a técnica
apresenta, esta ainda é pouco utilizada. Foram encontrados dois trabalhos que
relataram o uso da CCDAE em analise qualitativa e quantitativa de flavonoides em
espécies de Passiflora: o trabalho realizado por Pastene et al. (1997),° que
analisaram quantitativamente os flavonoides da espécie P. caeruela, considerando a
isoorientina como marcador; e o estudo de Pereira et al. (2004),* que desenvolveram
um método por CCDAE para quantificacdo dos flavonoides das folhas de P. alata, P.
edulis, P. caerulea e P. incarnata, determinando o conteddo de orientina e
isoorientina destas espécies.

Tanto em CCD quanto em CCDAE, a utilizacdo de reagentes cromogénicos e
fluorogénicos é descrita na literatura para analises quantitativas de substancias

presentes em extratos brutos de plantas, e a deteccéo por fluorescéncia € preferivel
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quando possivel, devido as vantagens de apresentar alta especificidade e
sensibilidade.””

O reagente utilizado neste trabalho para a anélise de flavonoides do maracuja
por CCDAE foi o NP/PEG 400. Segundo a literatura,®® a medida de fluorescéncia
emitida por flavonas in situ em placas de CCDAE pode ser melhorada com a
utilizacao de reveladores especificos, como o NP/PEG 400. O NP/PEG ¢é

3101 inclusive pela

amplamente descrito na literatura para revelacédo de flavonoides,
Farmacopeia Europeia,*? e permite a distincdo das diferentes classes de flavonoides,
pois a coloracdo da fluorescéncia dos produtos fornece informacfes sobre a
natureza da aglicona.** Quando a placa cromatografica é colocada em contato com o
revelador e exposta a A= 360 nm, os flavondides fluorescem, emitindo diferentes
cores, dependentes da estrutura. Este revelador € muito utilizado devido a sua
sensibilidade e especificidade que € aumentada pelo polietilenoglicol 400 (PEG 400),
intensificando a fluorescéncia das substancias; apés a utilizacdo do PEG 400 deve-
se esperar pelo menos 30 minutos para analisar a placa, pois s6 apds este tempo é
que a intensidade total da fluorescéncia se desenvolve.***

A correlacdo entre a estrutura e a fluorescéncia dos flavonoides é descrita em
detalhes por Homberg & Geiger (1980)*. O ganho de fluorescéncia apds a aplicacio
do revelador é determinada pela natureza, nimero e posi¢cado dos substituintes dos
flavonoides.™® A Figura 40 mostra uma das hipdteses propostas para a formacdo do

complexo que apresenta a fluorescéncia caracteristica dos flavonoides

derivatizados.®
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(11) (12)

Figura 40. Reacdo de derivatizacdo do flavonoide quercetina (11) com o éster 2-
aminoetilico do acido difenilbérico (12).

Devido a complexidade dos extratos estudados primeiramente por CLAE-
UV/DAD, e também em busca de uma técnica alternativa com baixa producdo de
residuos, foram realizadas as analises dos flavonoides do maracuja por CCDAE em
parceria com o Laboratoire de Pharmacognosie, Institut de Pharmacie, da Université

de Liége, Bélgica, sob a supervisao do Prof. Dr. Luc Angenot.
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3.2 OBJETIVOS

Os objetivos desta parte do trabalho foram a identificacdo e quantificacdo da
flavona isoorientina, presente nas cascas de P. edulis, por CCDAE e andlise
densitométrica. Para isso, foi realizada a adaptacdo do método validado
desenvolvido pela Dr. Cintia Pereira® para quantificacdo dos flavonoides das folhas
de P. edulis.

As amostras de cascas analisadas por CCDAE foram também analisadas por
CLAE-UV/DAD, conforme método desenvolvido e validado para a polpa do maracuja
(capitulo 2), a fim de verificar a aplicabilidade do método para outras partes dos
frutos.

Além disso, foi realizada a comparacao do desempenho das técnicas CCDAE

e CLAE-UV/DAD na quantificacdo de isoorientina nas cascas.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Materiais, reagentes e padrdes analiticos

Materiais: placas para CCDAE de vidro, cobertas com Silica Gel 60, com
espessura da camada de 0,2 mm, e indicador de fluorescéncia Fy54 da Merck
(Darmstadt, Alemanha); cartuchos com fase Ci;g e 400,0 mg de adsorvente (Sep-
Pak, Waters Associates, Milford, MA, EUA); membranas hidrofilicas para filtracéo
Millex-HV PVDF (polivinilideno fluorado), com poros de 0,45 um, diametro de 25,0
mm e nao estéril (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Solventes: metanol grau HPLC (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), etanol
p.a., acetato de etila, acido acético glacial, acido féormico p.a. e metiletilacetona,
todos provenientes da Merck (VWRI, Leuven, Bélgica), acetonitrila grau HPLC
(Tedia, Fairfield, OH, EUA) e agua deionizada purificada em sistema Milli-Q da
Millipore (Bedford, MA, EUA).

Reagentes: difenilborato de aminoetanol (Fluka, Buchs, Suigca), PEG 400
(Merck, VWRI, Leuven, Bélgica).

Padroes: rutina 95% da Sigma (St. Louis, EUA), isoorientina 99% e

hyperosideo 99%, da Carl Roth (Karlsruhe, Alemanha).
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3.3.2 Preparo dos extratos de flavonoides das polpa s e cascas do maracuja e

das solucdes-padrdo para analise por CCDAE

As polpas congeladas dos frutos de P. edulis e P. alata analisadas no
Laboratoire de Pharmacognosie, em Liege, Bélgica, foram provenientes da mesma
safra dos frutos analisados no Brasil (capitulo 2, item 2.3.2).

Inicialmente também foram analisadas por CCDAE os extratos das polpas de
P. edulis e P. alata, segundo procedimento otimizado e validado (capitulo 2, item
2.3.3): 10,0 mL de polpa de maracuja (livre de sementes) foram sonicados por 1,5
minutos com 30,0 mL de etanol 60% a temperatura ambiente; os extratos foram
centrifugados por 20 minutos a 10000 rpm e 25T, o sobrenadante foi retirado e
concentrado no rotaevaporador até um volume de aproximadamente 2,0 mL. Os
extratos concentrados foram entdo submetidos a etapa de clean-up por extragdo em
fase sodlida (EFS), segundo procedimento descrito no item 2.3.3 (capitulo 2). Estes
extratos foram posteriormente analisados por CCDAE.

As cascas de P. edulis analisadas em Liege, Bélgica, foram provenientes da
mesma plantagéo dos frutos analisados no Brasil (capitulo 2, item 2.3.2). Os frutos
sadios e infectados com o virus PWV foram coletados em 15 de dezembro de 2008
na Fazenda Séao Luiz, municipio de Bauru, Sdo Paulo.

As cascas de P. edulis obtidas apds separacédo da polpa e sementes foram
lavadas, cortadas, e colocadas na estufa a temperatura em torno de 40-50 C por 24
horas, para remogédo da umidade. As cascas foram separadas em dois lotes: o
primeiro lote com cascas sadias e 0 segundo composto por cascas com sintomas da
doenca PWYV, como rugas, deformagfes e endurecimento das cascas. Em seguida,

as cascas foram trituradas com um mixer para alimentos e tamizadas em uma
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peneira de malha 16 mesh, separando-se o material com granulometria de 1,0 mm.
As cascas foram armazenadas em recipientes de plastico protegidos da umidade e
do calor.

A extragao dos flavonoides nas cascas dos frutos de P. edulis infectados ou
ndo com o virus PWYV foi realizada de acordo com a literatura:*® 20,0 mL de metanol
foi adicionado a 1,0 g de cascas de maracuja secas e trituradas (granulometria de
1,0 mm), os extratos foram agitados por 60 minutos, filtrados e entdo concentrados
em rotaevaporador até um volume de aproximadamente 2,0 mL. Para expressar o
resultado em relacdo a massa seca de extrato, os extratos foram secos por meio do
rotaevaporador, deixados em estufa a vacuo por 24 horas, para remocao da
umidade, e entdo pesados para o calculo de massas.

Foi preparada uma solucdo-estoque do padréo isoorientina na concentracao
de 400,0 pg mL™* em metanol. As solucdes de hiperosideo e rutina foram preparadas

ambas na concentracdo de 500,0 pg mL™* em metanol.

3.3.3 Escolha da fase movel

Foram avaliadas 4 fases moveis diferentes descritas na literatura para a
separacéo de flavonoides: acetato de etila: acido férmico: agua (82:9:9);* acetato de
etila: &cido férmico: &cido acético glacial: 4gua (100:11:11:26);'’ acetato de etila:
acido férmico: agua (6:1:1);® acetato de etila: metiletilacetona: acido férmico: agua

(50:30:10:10).*2
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3.3.4 Andlises por CCDAE

As analises qualitativas foram realizadas em placas de silica gel Fus4
(10 x 10 cm). Aliquotas de 8,0 pL dos extratos e 10,0 pL das solucbes-padrao de
hiperosideo e rutina (500,0 pg mL™) foram aplicadas nas placas por meio de
aplicador automatico Desaga AS 30 (Heidelberg, Alemanha). A largura das bandas
foi de 8,0 mm e a disténcia entre o meio das bandas de 12,0 mm, o volume fixo
aplicado foi de 1,0 pL, a velocidade de aplicacdo de 15 s pL™* e o tempo entre cada
aplicacao de 15 s.

Nas analises quantitativas, foi utilizado o método do padréo externo: a curva
analitica foi construida por meio da aplicacdo automatica de aliquotas da solucéo-
estoque de isoorientina (400,0 pug mL™Y) de 0,8; 1,6; 2,4: 3,2; 4,0 L, em placas de
silica gel Fzs4 (10 x 20 cm). Aliquotas de 8,0 uL do extrato de cascas de P. edulis
sadias e 16,0 puL do extrato de cascas contaminadas com o virus PWV também
foram aplicadas na mesma placa de CCDAE. A largura das bandas foi de 5,0 mm e
a distancia entre o meio das bandas de 9,0 mm, o volume fixo aplicado em cada
ciclo foi de 0,8 L, a velocidade de aplicacdo de 30 s pL™* e o tempo entre cada
aplicacdo de 15 s. ApGs a secagem das bandas, a separacao foi realizada em uma
cuba (Camag, Muttenz, Suica) saturada por 1 hora a temperatura ambiente com a
fase moével acetato de etila: 4cido formico: agua (6:1:1). O desenvolvimento foi de
aproximadamente 70 mm; e apos a secagem da placa em corrente de ar frio,
ocorreu a revelacado por imersdo da placa em uma cuba de imersdo 20 x 10 cm
(Camag, Muttenz, Suica) com um reagente especifico para revelacdo de
flavonoides: NP/PEG- 400.2® A solucdo reveladora foi preparada dissolvendo-se

100,0 g de difenilborato de aminoetanol em 500,0 mg de PEG-400, adicionando em
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seguida 10,0 mL de metanol. Apés a secagem, as placas foram submetidas a

analise densitométrica e fotografadas.

3.3.5 Analise densitométrica

As placas de CCDAE foram escaneadas ap0s 1 hora de derivatizacao,
usando um densitdmetro Desaga CD 60 (Heidelberg, Alemanha). Os parametros de
analise densitométrica utilizados foram aqueles otimizados pela Dr. Cintia A. M.
Pereira:* modo varredura; remissdo; fluorescéncia usando lampada de mercurio,
Aexcitagao de 300 e filtro cut-off Aemissso= 550 nm; sinal positivo; largura da fenda 0,04
mm; altura da fenda 6,0 mm; leitura por otimizagdo do spot; resolugdo 0,025 mm,;
namero de medidas por posicdo: 32; fator do sinal: 15. Foi utilizada a medida da
altura dos picos nas analises quantitativas.

As placas de CCDAE foram fotografadas ap6s 1 hora de derivatizagéo,
utilizando-se um VD40-Video Documentation System (Desaga, Heidelberg,
Alemanha), Aexcitacao= 366 nm, sendo as fotos analisadas no software Doclt (Desaga,

Heidelberg, Alemanha).
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3.3.4 Andlises por CLAE-UV/DAD

As analises dos extratos das cascas de P. edulis foram realizadas no
Laboratoire de Pharmacognosie, Liege, Bélgica, em um cromatografo liquido da
Agilent Hewlett Packard modelo HP G1311A (Palo Alto, CA, EUA) acoplado a um
detector de arranjo de fotodiodos modelo HP 1040 M-series 2. Foi utilizada coluna
Symmetry® C1g (250 mm x 4,6 mm x 5,0 pm) com pré-coluna Symmetry® Cy5 (2,0 cm
X 4,0 mm x 5,0 um), ambas Waters.

A quantificacdo da flavona isoorientina nas cascas de P. edulis foi realizada
seguindo as condi¢des cromatograficas do meétodo validado para a quantificacéo de
isoorientina em polpa de P. edulis (capitulo 2, item 2.4.2.2): gradiente linear de 0,2%
de acido formico em agua (solvente A) e 0,2% de acido formico em acetonitrila
(solvente B); 0-10 minutos, 12%-16% de B em A e 10-30 minutos, 16-20% de B em
A, vazdo da fase mével 0,8 mL min® e temperatura do forno 40 °C. Todas as
amostras foram filtradas com membranas hidrofilicas Millex-HV PVDF (0,45 um; 25,0
mm) antes da injecdo automatica de 10,0 pL no sistema de CLAE-UV/DAD.

A gquantificacdo de isoorientina foi realizada por meio do método do padréo
externo, analisando-se as triplicatas dos cromatogramas dos extratos obtidos em A=
330 nm, e a curva analitica foi construida a partir de diluicdes da solucdo-estoque de
isoorientina (400,0 mg L™ em metanol) nas concentragées de 10,0; 20,0; 40,0; 80,0

mg L™* em metanol.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Andlise dos extratos e padroes por CCDAE

Foram testadas varias fases moveis a fim de obter a melhor separacéo dos
flavonoides em CCDAE, visando a avaliacao densitométrica (Figuras 41 e 42).

A pior separacdo das substancias dos extratos foi observada com a fase
movel acetato de etila: acido férmico: acido acético glacial: agua (100:11:11:26)
(Figura 41b), havendo a sobreposicdo de muitas bandas, principalmente dos
possiveis acidos carboxilicos fendlicos (mancha azul) e flavonas derivadas de
luteolina (manchas amarelas), o que dificultaria a quantificacéo.

A melhor separacdo das substancias foi obtida com a fase movel acetato de
etila: acido férmico: agua (6:1:1), Figura 42a. Pode-se observar que as manchas das
amostras estdo melhor separadas, principalmente as com R; acima da rutina.
Brausseur & Angenot (1986)® relatam esta como sendo a mais eficiente fase mével
para separacdo de flavonoides, obtendo-se manchas mais estreitas e bem
separadas.

A fluorescéncia de cor amarela é caracteristica dos derivados de luteolina:
isoorientina (3) e orientina (4), devido a presenca de dois grupos OH nas posi¢cdes 3’
e 4'% Observou-se que as cascas de P. edulis possuem maior quantidade de
flavonas derivadas de luteolina comparada a polpa desta espécie (Figuras 41 e 42).
Ja as manchas azuis presentes nas amostras, principalmente no extrato de P. alata,
indicam a presenca de acidos carboxilicos fenolicos (por exemplo, o acido caféico),

0S quais ndo sdo derivatizados pela reacdo com o éster 2-aminoetilico do acido
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difenilbérico (revelador), mas apresentam fluorescéncia nativa; estes acidos
fendlicos ocorrem frequentemente em plantas com flavonoides.*’

De acordo com Kartnig & Gobel (1996)*% a molécula de aclicar é importante
para o comportamento de fluorescéncia dos flavonoides glicosilados: mesmo quando
0s acucares nao impedem a formacéo do complexo demonstrado na Figura 40, eles
influenciam o comportamento da fluorescéncia. Por exemplo, comparando-se a
vitexina e sua respectiva aglicona apigenina, estas apresentam nitida diferenca na
intensidade da fluorescéncia, que ndo pode ser explicada somente pela diferenca de
massa molecular; outro exemplo é a flavona orientina, que emite fluorescéncia de
intensidade 6 vezes maior que sua aglicona.

Pode-se observar nas Figuras 41 e 42 que nao ha diferenca significativa entre
as polpas dos frutos de P. edulis infectados com virus PWV e a polpa dos frutos
sadios, optando-se assim pelo estudo somente da diferenciacdo dos flavonoides das

cascas de P. edulis contaminadas e sadias.
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Figura 41. Fotos das placas de CCDAE revelada com NP/PEG-400 (Aexcitagao= 366
nm). 1- Polpa P. edulis (safra 15/01/08), 2- Polpa P. alata, 3- Polpa P. edulis sadia
(safra 15/12/08), 4- Padrao hiperosideo (H) e rutina (R), 5- Polpa P. edulis infectada
(virus PWV) (safra 15/12/08), 6- Casca P. edulis sadia, 7- Casca P. edulis infectada
(virus PWV); A) fase movel: acetato de etila: 4cido férmico: agua (82:9:9); B) fase
movel: acetato de etila: acido férmico: acido acético glacial: agua (100:11:11:26).
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Figura 42. Fotos das placas de CCDAE revelada com NP/PEG-400 (Aexcitacao = 366
nm). 1- Polpa P. edulis (safra 15/01/08), 2- Polpa P. alata, 3- Polpa P. edulis sadia
(safra 15/12/08), 4- Padréo hiperosideo (H) e rutina (R), 5- Polpa P. edulis infectada
(virus PWV) (safra 15/12/08), 6- Casca P. edulis sadia, 7- Casca P. edulis infectada
(virus PWV); A) fase mével: acetato de etila: acido formico: agua (6:1:1); B) acetato
de etila: metiletilacetona: acido férmico: agua (50:30:10:10).
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Por meio de comparagcGes com padrdes, foi observada a presenca da flavona
monoglicosilada isoorientina (3) nos extratos de cascas e polpa de P. edulis (Figura
43), sendo este o padrado utilizado para as analises densitométricas. Nao foi possivel
realizar por esta técnica a quantificacdo de isoorientina na polpa de P. edulis, devido
a baixa concentracdo desta flavona no extrato, ocasionando erros nas analises
densitométricas. Tentou-se realizar a deposicdo dos extratos em maior quantidade,
testando diferentes aliquotas de extratos de polpa e cascas dos frutos de P. edulis
(Figura 43) (para aumento de massa dos flavonoides), porém ocorreram problemas
praticos somente com o0s extratos de polpa do maracuja, devido a sua viscosidade,
secagem incompleta apds deposicao automatica e danificacédo da placa.

Assim, optou-se por realizar a quantificacdo de isoorientina por CCDAE

somente das cascas de P. edulis infectadas ou ndo com o virus PWV.

|

: WL L

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 43. Foto da placa de CCDAE revelada com NP/PEG-400 (Aexcitaggo = 366 nm).
Fase movel: acetato de etila: acido férmico: 4gua (6:1:1). 1-3 Polpa P. edulis (6,0;
8,0 e 10,0 pL), 4-6 Casca P. edulis sadia (6,0; 8,0 e 10,0 uL), 7-9 Casca P. edulis
infectada (virus PWV) (6,0; 8,0 e 10,0 pL), 10-13 Padré&o isoorientina (2,0; 3,0; 4,0 e
5,0 uL), 14-21 Duplicata dos extratos de 1 a 8, respectivamente.
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3.4.1.1 Andlise quantitativa

Para otimizar as condicGes para as analises quantitativas por CCDAE, foram
realizados varios testes com diferentes modificacbes nos parametros
cromatograficos: variou-se o volume total aplicado de 5,0 a 20,0 pL; a velocidade de
aplicacdo foi variada de 10,0 a 30,0 s pL™; e o tempo de aplicacdo entre cada
amostra de 10 a 30 s; também foram testadas varias concentracdes dos extratos e
de padrao até atingir a faixa 6tima para as andlises. A Figura 44 mostra a separacao

obtida por CCDAE nas condi¢Bes cromatograficas otimizadas.

Figura 44. Foto da placa de CCDAE revelada com NP/PEG-400 (Aexcitaggo = 366 nm).
Largura das bandas 5,0 mm; distancia entre 0 meio das bandas 9,0 mm; velocidade
de aplicacdo 30 s pL™; tempo entre cada aplicacdo 15 s. 1-5 Padrdo isoorientina
(0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 4,0 pL), 6- Cascas de P. edulis sadia (8,0 pL), 7- Cascas de P.
edulis infectada com virus PWV (16,0 uL), 8-14 Duplicata dos padrbes e extratos de
1 a7, respectivamente.

A partir da placa de CCDAE (Figura 44) foram obtidos os densitogramas dos
padrdes e extratos (Figura 45), e as respectivas alturas dos picos foram utilizadas na

guantificacdo da isoorientina presente nos extratos. Nas andlises densitométricas
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utilizou-se deteccdo em 300 nm e filtro de cut-off em 550 nm, pois nesta condicao,
além da intensidade de fluorescéncia ser maxima, visualiza-se apenas as bandas de

fluorescéncia amarela, correspondentes aos derivados de luteolina.
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Figura 45. Fotos dos densitogramas (deteccdo em 300 nm, filtro em 550 nm). 1-
Padrao isoorientina (1,6 pL); 2- Cascas de P. edulis sadias (8,0 pL); 3- Cascas de P.
edulis infectadas com virus PWV (16,0 pL), apds separacdo por CCDAE e revelacao
com NP/PEG-400. (A) Isoorientina.

A quantificagéo de isoorientina nas cascas dos frutos de P. edulis foi feita por

meio do método do padrdo externo, construindo-se curvas analiticas com o padrao

isoorientina (Figura 46), que foi analisado juntamente com os extratos (Figura 44).
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As curvas foram construidas em duplicata e os valores das respectivas alturas dos

picos foram obtidos a partir do densitograma apresentado na Figura 47.
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Linear Regression for Datal_C:
Y=A+B*X

Parameter Value Error

A -48,85607 6,39628
B 208,8236 5,95823

R sD N P

0,99878 6,09846 5 <0.0001
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Figura 46 . Curva analitica de isoorientina em metanol (0,32; 0,65; 0,97; 1,3; 1,6 ug)

obtida por CCDAE.

A curva analitica de isoorientina (y= -48,85607 +208,8236 X, r= 0,9988),

mostrou-se linear com valor de r > 0,99. As quantificagbes de isoorientina nos

extratos foram realizadas em duplicata e expressos em mg L* e mmol L™, para

posterior comparacédo dos resultados (Tabela 10).
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Figura 47. Foto do densitograma (deteccdo em 300 nm, filtro em 550 nm) do padrao
isoorientina (linhas 1-5 e 8-12) e dos extratos de cascas de P. edulis sadias (linhas 6
e 13) e cascas de P. edulis infectadas com o virus PWV (linhas 7 e 14), apos
desenvolvimento cromatografico por CCDAE (Figura 44) e revelagdo com NP/PEG.

Tabela 10. Determinacéo quantitativa de isoorientina nas cascas de P. edulis por
CCDAE

Amostras Concentracao de isoorientina Isoorientina em
(mg LY +d.p.” (mmolL™") £d.p. relacdo & massa seca
(mg g™ £d.p.

Cascas de P. edulis 92,275 +0,610 0,206 +0,001 1,230% + 0,008
sadias

Cascas de P. edulis 28,931 +£0,346 0,064 + 0,001 0,964% + 0,011
infectadas virus PWV

*
d.p.= desvio padréo
Ppar é estatisticamente diferente ao nivel de confianca de 95%

Os dados da Tabela 10 mostram que a concentracdo de isoorientina nas
cascas dos frutos de P. edulis sadios é cerca de 3 vezes maior que a quantidade

encontrada nas cascas infectadas.
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Aplicando o teste-t de Student ao nivel de confianga de 95%, verificou-se que
mesmo quando os resultados da quantidade de isoorientina nas cascas Sao
expressos em relacdo a massa seca de extrato (Tabela 10), as quantidades de
isoorientina nas cascas sadias e infectadas com o virus PWV sao significativamente

diferentes entre si.

3.4.2 Andlise dos extratos de cascas de P. edulis por CLAE-UV/DAD

Os mesmos extratos de cascas de P. edulis analisados por CCDAE foram
também analisados por CLAE-UV/DAD (Figuras 48), segundo o0 método
desenvolvido e validado para quantificacdo de flavonoides da polpa de P. edulis
(capitulo 2, item 2.4.2.2). O pico da flavona isoorientina foi identificado por meio da
comparacao do tempo de retencado e do espectro de UV-Vis/DAD do padrédo com os
extratos, também conforme o item 2.4.2.2, do capitulo 2.

Observou-se nos cromatogramas da Figura 48 uma boa separagédo das
substancias presentes nas cascas de P. edulis, utilizando o método desenvolvido
para andlise dos flavonoides da polpa desta espécie, mostrando assim, a
aplicabilidade do método também para quantificacdo de isoorientina nas cascas do

maracuja.
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Figura 48. Cromatogramas (CLAE-UV/DAD) em A= 330 nm. 1- Extrato das cascas
sadias de P. edulis; 2- Extrato das cascas de P. edulis infectadas com virus PWV.
Fase movel: gradiente linear de 0,2% de acido férmico em agua (solvente A) e 0,2%
de &cido formico em acetonitrila (solvente B); 0-10 minutos, 12%-16% de B em A e
10-30 minutos, 16-20% de B em A, vazdo da fase mével 0,8 mL min™, temperatura
do forno 40 °C.

Para a quantificacdo de isoorientina nas cascas de P. edulis foi utilizado o
meétodo do padrédo externo, com a construcao da curva analitica de isoorientina (10,0

- 80,0 mg L™ em metanol (Figura 49). A quantidade de isoorientina foi obtida

analisando-se a area do pico desta substancia presente nos extratos (Figura 48) e
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comparando-se com as areas das solucbes-padrao (Figura 49), os valores foram

expressos em mg L™ e mmol L™ (Tabela 11).
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500 B 30,17951 0,39642
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Figura 49 . Curva analitica de isoorientina em metanol obtida por CLAE-UV/DAD.

Tabela 11. Determinacdo quantitativa de isoorientina nas cascas de P. edulis por
CLAE-UV/DAD

Amostras Concentragao de isoorientina Isoorientina em
(mg LY +d.p.” (mmolL™") £d.p. relacdo & massa seca

(mg g) £ d.p.

Cascas de P. edulis 45,395 +0,073 0,101 +0,001 0,605% + 0,001
sadias

Cascas de P. edulis 13,112 +0,042 0,029 +0,001 0,437% £ 0,001
infectadas virus PWV

*

d.p.= desvio padréo (n= 3)
% par ¢ estatisticamente diferente ao nivel de confianca de 95%

Por meio da quantificacdo de isoorientina das cascas por CLAE-UV/DAD
observou-se uma diferenca em torno de 4 vezes na quantidade desta flavona entre

as cascas infectadas ou ndo com o virus, sendo a maior quantidade encontrada nas
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cascas sadias. Os resultados expressos em relacdo a massa seca também séao
estatisticamente diferentes ao nivel de confianca de 95%.

Estes resultados mostram que este método desenvolvido para andlises da
polpa do maracuja pode servir para estudos futuros de diferenciacdo de cascas

doentes e sadias, monitorando por exemplo, a flavona isoorientina.

3.4.3 Comparacao de metodos analiticos para a anali  se de isoorientina nos

extratos de cascas de P. edulis

Os métodos por CCDAE e CLAE-UV/DAD usados para quantificacdo de
isoorientina nas cascas de P. edulis foram comparados com relacdo a concentracao
de isoorientina encontrada (Tabela 12), e também quanto a aspectos praticos: tempo
de analise e volume de solvente gasto (Tabela 13).

Para avaliar se os métodos se diferenciam entre si, empregou-se o teste-t de
Student ao nivel de confianca de 95%, que possibilita a comparacédo das médias e

desvios para os dois conjuntos de ensaios (Tabela 12).

Tabela 12. Dados obtidos para os resultados da quantificacdo da isoorientina nas
cascas de P. edulis por meio de diferentes métodos

Método Cascas sadias Cascas infectadas com PWV
(mg LY +d.p.” (mmolLY) +xdp.  (mgL?Y +dp. (mmolL?) +d.p.

CCDAE 92,275 +0,610*° 0,206 +0,001° 28,931 +0,346° 0,064 + 0,001°

CLAE- 45,395 +0,073* 0,101 +0,001° 13,112 +0,042° 0,029 +0,001°
UV/DAD

*
d.p.= desvio padréo (n= 3)
abcdpares sdo estatisticamente diferentes ao nivel de confianca de 95%
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Verificou-se na Tabela 12 que a concentracdo de isoorientina nas cascas do
maracuja, obtida por meio das técnicas CCDAE e CLAE-UV/DAD, difere entre si ao
nivel de confianca de 95%, obtendo-se valores por CCDAE maiores se comparados
aos valores encontrados pela técnica CLAE. Este fato pode ser explicado devido a
possivel sobreposicao de bandas (substancias) ou por efeito de matriz em CCDAE.

A tabela 13 mostra a avaliacdo de alguns parametros importantes para a

escolha de um método analitico.

Tabela 13. Comparacao dos dois métodos para quantificacdo da isoorientina nas
cascas de P. edulis®

Método Tempo de anélise Volume de solvente
(minutos) (mL)
CCDAE 120,0 12,0
CLAE-UV/DAD 700,0 98,0°

a Z0: .
andlises em duplicata

b o . . Cx
volume de acetonitrila considerando o gradiente de eluicao

Foi verificado o tempo necessério para a realizacdo das analises (Tabela 13),
contabilizando somente a etapa das andlises cromatogréaficas em duplicata (nédo foi
considerado o tempo utilizado no preparo dos extratos, pois usou-se 0 mesmo
procedimento em ambos os métodos). O método CLAE é mais demorado, pois
foram necessarias as andlises de 5 solu¢Bes-padrao em diferentes concentracdes e
também 2 extratos de maracuja em duplicata, sendo que cada analise demandou
um tempo de 50 minutos (30 minutos do gradiente, 10 minutos para limpeza e mais
10 minutos para equilibrar a coluna para a proxima analise). Ja& o método de CCDAE

possui a vantagem de permitir analises simultaneas, ou seja, todos os padrées e
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amostras cromatografados na mesma placa, demandando o tempo apenas do
desenvolvimento cromatografico e secagem.

Observou-se que o volume total de solvente organico empregado no método
por CCDAE foi 8 vezes menor se comparado as analises por CLAE (Tabela 13),
mostrando ser uma técnica alternativa a CLAE, com bom desempenho, e baixa

quantidade de residuos gerados.
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3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

A técnica CCDAE mostrou varias vantagens como: desenvolvimento rapido
do método, facilidade de visualizacdo pos-cromatografica, habilidade de se trabalhar
com extratos brutos e sem necessidade de clean up, possibilidade de analise
simultanea de varias amostras, em menor tempo se comparada a CLAE, e
principalmente mostrou-se uma técnica mais econdémica, com baixo consumo de
solvente e residuos gerados, pontos importantes para a maior valorizacdo e
exploracdo desta técnica no desenvolvimento de métodos analiticos.

Por CCDAE, foi possivel verificar a presenca de varios flavonoides derivados
de luteolina (orientina e isoorientina) nas cascas de P. edulis.

Verificou-se que a quantidade de isoorientina encontrada nas cascas de P.
edulis (tanto por CCDAE quanto por CLAE) é alta e significativa, sugerindo as
cascas do maracuja como uma fonte natural de flavonoides. Além disso, sugere-se a
utilizacdo deste subproduto na alimentacdo humana ou animal, considerando nao
apenas seu alto conteudo de flavonoides, mas a possibilidade de reducéo do
excesso de residuos organicos gerados pelas industrias processadoras de suco de
maracuja.

A comparacdo do desempenho dos métodos desenvolvidos por CCDAE e
CLAE mostrou rapidez nas analises e baixo consumo de solventes organicos para a
técnica de CCDAE, podendo ser empregada como alternativa a CLAE em industrias
na parte de controle de qualidade da polpa e cascas do maracuja.

O método desenvolvido e validado por CLAE-UV/DAD no capitulo 2 para
quantificacdo de isoorientina na polpa de P. edulis mostrou-se adequado e confiavel

para a analise quantitativa desta flavona nas cascas da mesma espécie,



. . e : . 137
Capitulo 3- Analise cromatografica dos flavonoides das cascas do maracuja

apresentando uma boa separacdo cromatografica, sendo possivel a utilizagcdo do
mesmo método para analises dos flavonoides de ambas as partes do fruto de P.
edulis.

Além disso, verificou-se por meio de CCDAE e CLAE uma diferenca
significativa na quantidade de isoorientina presente nas cascas de P. edulis sadias e
infectadas pelo virus PWV, sugerindo-se assim o uso dos métodos desenvolvidos

para estudos futuros e aprofundados na diferenciacdo de frutos sadios e doentes.
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CAPITULO 4- AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.1 INTRODUCAO

4.1.1 Neutroéfilos

Os neutrdfilos ou leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) sdo células brancas
do sangue caracterizadas por possuirem um nudcleo multi-lobulado e granulos em
abundancia no citoplasma, sdo altamente especializadas; suas fungbes primarias
sdo a ingestdo e a destruicdo de microrganismos invasores. Estas células sdo
diferenciadas, incapazes de se dividirem,* produzidas e armazenadas na medula
0ssea, sdo liberadas na sua forma madura para o sangue periférico, onde tém uma
média de vida curta (6 a 9 horas), caso ndo sejam recrutadas para sitios de
inflamac&o por quimiocinas e fatores quimiotaticos especificos.??

Dentre os leucdcitos, os neutréfilos sao as primeiras células do sistema imune
gue chegam aos sitios inflamatorios, sendo, por esta razdo, considerados a primeira
linha de defesa do organismo. Os neutrofilos, quando recrutados para o local da
lesdo, apresentam a capacidade de englobar os microorganismos e/ou fragmentos
de tecido danificado, por um processo chamado fagocitose.

Durante o processo de fagocitose o neutrofilo engloba o patdgeno em um
fagossoma, em seguida, ocorre a fusdo do fagossoma com granulos
citoplasmaticos, seguida pela desgranulacéo, formando o fagolisossoma.” Dentro
deste, o microorganismo é degradado por enzimas, peptideos antimicrobianos e
espécies reativas de oxigénio (EROs), que compdem o arsenal microbicida dos

neutrdfilos.
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O arsenal de agentes citotoxicos tem sido tradicionalmente dividido em 2
categorias: mecanismos independentes e dependentes de oxigénio (ndo oxidativo e
oxidativo, respectivamente); ambos os sistemas colaboram com a eliminacdo dos
microrganismos. O mecanismo independente de oxigénio abrange o contedudo dos
granulos dos neutréfilos, que podem ser classificados em: azuréfilos ou primarios,
que contém a enzima mieloperoxidase (MPO), proteinases, como a elastase,
defensina e lisozima; especifico ou secundarios, que possuem lactoferrina, lisozima,
proteinas presentes na membrana plasmatica; e gelatinase ou terciario, que se
diferenciam dos granulos especificos por ndo possuirem lactoferrina. O segundo
mecanismo, dependente de oxigénio, é diretamente proporcional ao burst, ou
explosao respiratdria que envolve a ativacao da enzima NADPH oxidase, que produz
grandes quantidades de superéxido (O,") que é rapidamente convertido a peréxido
de hidrogénio. A partir de H,O,, a enzima MPO gera HOCI, o maior bactericida entre
0os oxidantes produzidos pelos neutrofilos, sendo muito potente na eliminacdo dos

patégenos (Figura 50).*>
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Figura 50. Esquema dos mecanismos independente e dependente de oxigénio
durante a fagocitose de um microorganismo pelo neutréfilo.*

4.1.2 Producao de EROs

Os neutrdfilos podem ser ativados devido a sua exposicado a estimulos, tais
como: agentes promotores de tumores (ex: forbol-12-miristato-13-acetato, PMA),
iondforos, complexos imunes, mediadores do processo inflamatério (ex: acido
araquidénico, n-formil-metionil-leucil-fenilalanina fMLP- peptideo quimiotatico), entre
outros, fazendo com que suas funcdes efetoras sejam desencadeadas.® O estimulo
sintético PMA ativa diretamente a proteina quinase C (PKC) que esta diretamente
relacionada com os mecanismos de desgranulacéo e de producdo de EROs.’

ApoOs sofrerem estimulos ambientais ou durante o processo de fagocitose, 0s

PMNs realizam a explosao respiratéria. Este processo desencadeia a producéo de
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grande quantidade de EROs, potentes oxidantes que atuam em conjunto com 0sS
constituintes dos granulos para matar e digerir os antigenos fagocitados.?

O processo de explosao respiratoria inicia-se com a formacdo da NADPH
oxidase (complexo enzimatico presente tanto na membrana plasmatica quanto na
membrana dos granulos),® que catalisa a producéo de radicais superéxido a partir de
O, dissolvido no meio, sendo caracterizado pelo aumento do consumo de O
(Reacdo 1).°

20, +NADPH —> 20, +NADP' + H* (1)

A maior parte do O,*" produzido € convertido em H,O, por dismutagao
espontanea, ou catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) (Reacéo 2).*°

20, "+2H" —» 0, + H,0, (2)

O perédxido de hidrogénio formado pode ser convertido em agua e oxigénio,

por acdo de peroxidases ou catalases presente no citoplasma (Reacées 3 e 4).*

H,O, + RH, —eroXidase > 0+R 3)
Catalase
2 H0O, —_ 2H,0 + O, (4)

A maior parte do H,O, produzido pelos neutréfilos é convertido a HOCI pela
acdo da enzima MPO, na presenca de fons ClI" (Reacéo 5).%

H,O, + CI" + H — H->O + HOCI (5)

O HOCI é o principal e um dos mais potentes oxidantes microbicidas

produzidos pelos neutréfilos.™
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A reacdo do peréxido de hidrogénio com o fon Fe?* forma outra substancia
altamente reativa, o radical hidroxila (OH*) (Reac&o 6).

H,0, + Fe** ——>  OH'+OH +Fe* (6)

A enzima Oxido nitrico sintase oxida a L-arginina, formando L-citrulina e 0xido
nitrico. O anion superoxido reage com oxido nitrico formando (ONOOQO"). Este pode se

decompor dando origem a OH* e ao radical diéxido de nitrogénio (NO,*) (Reacbes 7-

9).14
NO* + O, ——» ONOO )
ONOO™ + H* ™ ONOOH @)
ONOOH* ——» OH-* + NOy* 9)

Os radicais ao reagirem com moléculas que possuem elétrons ndo pareados,
podem formar outros radicais secundarios, que também podem ser reativos,
gerando assim uma reacdo em cadeia com grande variedade de substancias
reativas, importantes para degradar o patdgeno fagocitado, mas que também podem
reagir com moléculas do hospedeiro.®

Um método amplamente utilizado para quantificar a capacidade dos

neutrdfilos em produzir EROs é a quimioluminescéncia.'®

4.1.3 Quimioluminescéncia

Os neutrofilos possuem a capacidade de produzir quimioluminescéncia

durante a fagocitose,'® esta é decorrente da ativacdo do sistema NADPH oxidase

que possibilita a formacado de EROs por diferentes meios. Os produtos da reducéo
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do oxigénio podem levar a oxigenacdo de substratos biologicos, levando a formacéo
de estados eletronicamente excitados e consequentemente originar a baixa emissao
de luz observada nestes processos.*’

A quimioluminescéncia € um importante método para estudar a producédo de
EROs em tempo real, por fagécitos ativos. Para aumentar a quantidade de luz
emitida por fagocitos durante a explosao respiratoria (facilitando a monitoracdo da
atividade de oxigenacdo destas células) sao utilizados substratos
quimioluminescentes (sondas), os quais diferem com respeito a sensibilidade
resultante de diferentes mecanismos moleculares que levam a emissao de luz.*®

Estas sondas sdo substancias organicas que servem de substrato para
reacoes redox, gerando intermediarios eletronicamente excitados, que ao
retornarem ao estagio fundamental, emitem fétons, os quais podem ser
quantificados como quimioluminescéncia.*®*?° Luminol, isoluminol e lucigenina sdo
utilizados como substratos destas reacgoes.

Neste trabalho foi utilizada a lucigenina: esta sonda detecta principalmente o
radical anion O,*, liberado no meio extracelular. Antes de reagir com o Oy, a
lucigenina deve ser reduzida por um elétron para produzir o cation radical lucigenina,
e o0 sistema bioldgico que reduz a lucigenina pode ser o mesmo que produz 0 O,*". O
cation radical lucigenina entdo reage com o O,* para produzir um intermediario
instavel, lucigenina dioxietano, que se decompde para produzir duas moléculas de
N-metilacridona, uma das quais esta em um estagio eletronicamente excitado, que

retorna ao estagio fundamental emitindo féton (Figura 51).*%%*
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Figura 51. Esquema das reacgdes quimicas envolvidas na producdo de
quimioluminescéncia dependente de lucigenina (QLIuc).?

4.1.4 Mieloperoxidase

Além da producdo de EROs pelos neutrdfilos, ocorre também a
desgranulacdo enzimatica, que juntos completam a bateria microbicida para a
atividade de defesa desempenhada por estas células. Dentre as enzimas liberadas
esta a MPO.

A MPO é uma enzima heme que contém como grupo prostético o mesmo
heme encontrado na hemoglobina (Figura 52), mas ao contrario da hemoglobina e
da maioria de outras proteinas heme, a MPO é verde, ndo vermelha. Esta

substancia confere cor esverdeada ao pus.’
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Figura 52. Grupo prostético heme da mieloperoxidase.?

A MPO é o maior constituinte dos granulos azurofilos citoplasmaticos dos
neutréfilos.>*?* Esta enzima é considerada um marcador da ativacdo do neutréfilo.?®
Ela catalisa a oxidacdo de ions haleto (CI', Br’, I') e tiocianato (SCN’) para acidos
halogenados, utilizando H,O, como substrato. O HOCI é o principal produto, devido
a elevada concentracdo de CI nos fluidos corporais, e este acido contribui para a
producéo de HO* e de oxigénio singlete (*0,).2%" Além disso, a MPO esta envolvida
no processo de nitracdo de proteinas, peroxidacdo lipidica e em
imunomodulac&o.?®* Assim, a MPO atua na eliminacdo de patdgenos ingeridos
durante a fagocitose, apresentando potente atividade contra bactérias, sendo

considerada uma molécula efetora chave no sistema imune.
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4.1.5 Participacéo dos neutrofilos em doencas

Embora a producéo de EROs e a liberacdo da MPO sejam importantes para a
resposta imune, quando ocorre uma excessiva ativacdo dos neutroéfilos, grandes
quantidades destas substancias sao liberadas no espaco extracelular, ocasionando
a destruicdo de tecidos saudaveis e o desenvolvimento de doencas, como as
inflamatorias  crénicas  (artrite  reumatdide, vasculite), cardiovasculares
(aterosclerose, isquemia miocardica), neurodegenerativas (esclerose multipla, mal
de Parkinson, Alzheimer), lesdo hepética e o cancer.3>** Nos cavalos, a excessiva
ativacdo dos neutrofilos da origem a doencas inflamatérias, como a laminite,
obstrucdo das vias respiratorias e estrangulacdo intestinal, patologias
frequentemente associadas a choque endotéxico irreversivel.334

A presenca de EROs no espaco extracelular € controlada por moléculas
antioxidantes naturais, impedindo que estas substancias reativas causem dano ao
tecido hospedeiro. Moléculas antioxidantes podem reduzir as EROs (atividade
estereoquimica) ou inibir a enzima responsavel pela producdo destes radicais
(atividade anti-catalitica no sitio ativo da enzima).*> Dentre os antioxidantes
enddgenos estdo: glutationa, NADPH, coenzima Q (ubiquinona), acido urico, e
certas enzimas como SOD, catalase e glutationa peroxidase. Entre os antioxidantes
dietéticos estdo o tocoferol, acido ascorbico, carotendides, compostos fendlicos e
flavonoides.*®3’

Porém, em situacéo de intensa ativagdo, a liberacdo de grandes quantidades
de oxidantes e proteases pelos neutréfilos pode sobrepor a quantidade de inibidores
presentes (antioxidantes), bem como inativar os mesmos.*® Diante dos problemas

causados pela producdo e liberacdo excessiva de moléculas citotoxicas pelos
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neutrofilos, estudos tém sido feitos em busca de substancias que diminuam a
atividade oxidante dos neutrofilos estimulados e também a atividade da MPO. Nesta
perspectiva, os polifendis, principalmente os flavonoides, sdo promissores,
apresentando uma variedade de propriedades farmacoldgicas, como atividades
antioxidante, anti-inflamatéria e antimurais.3%3%4°

Os flavonoides estdo presentes em muitas plantas, como p. ex., P. edulis e P.
alata, que contém principalmente flavonas C-glicosiladas.** Estudos foram
realizados sobre a atividade antioxidante e anti-inflamatoria das substancias
presentes em folhas destas espécies, atribuidas principalmente a substancias da
classe dos flavonoides.**** Zucolotto et al.** (2009) verificaram importante atividade
anti-inflamatoria para os extratos liofilizados de folhas de P. edulis, com significante
diminuicdo no nivel de leucécitos e da atividade da enzima MPO, utilizando-se o
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Com relagdo aos frutos do maracuja, constam na literatura ensaios de
capacidade antioxidante com a polpa por meio de métodos como DPPH’, FRAP,
ABTS e DMPD, mostrando seu potencial como potente antioxidante.*>**® Entretanto,
nao ha estudos relacionados a atividade antioxidante a nivel celular com a polpa e
cascas de P. edulis. Assim, foram realizados ensaios de atividade antioxidante e
anti-inflamatéria com os extratos do maracuja, em parceria com o grupo CORD
(Centre for Oxygen Research & Development), Institut de Chimie, da Université de
Liege, Bélgica, sob a supervisdo do Prof. Dr. Didier Serteyn. Também foram
realizados estudos da capacidade redutora de radicais DPPH" dos extratos de

maracuja, no IQSC-USP.
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4.2 OBJETIVOS

O objetivo desta parte do trabalho foi avaliar a capacidade redutora de
radicais, a atividade antioxidante e anti-inflamatéria dos extratos da polpa de P.
edulis e P. alata, além de cascas de P. edulis infectadas ou ndo com o virus PWV, a
fim de avaliar estas espécies como possiveis fontes de substancias naturais com
efeitos terapéuticos no estresse oxidativo e inflamacéo. Para isso, foram realizadas

as seguintes etapas:

» Deteccao e quantificagdo da capacidade redutora de radicais dos extratos do
fruto de maracuja (P. edulis e P. alata), usando o método modificado do

reagente DPPH’ proposto por Brand-Williams et al.*’

* Avaliacdo do efeito dos extratos sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos
ativados por PMA, com a producéo de EROs medida por quimioluminescéncia

dependente de lucigenina (QLIuc);

* Avaliacdo do efeito dos extratos sobre a desgranulacdo de neutroéfilos
ativados por PMA, medida pelo método ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay).

* Analise do efeito dos extratos sobre a atividade da MPO purificada, usando o
método SIEFED (Specific Immunologic Extraction Followed by Enzymatic

Detection).
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* Comparacédo da atividade antioxidante dos extratos: polpas de P. edulis e P.

alata, cascas de P. edulis infectada com o virus PWV e cascas de P. edulis

sadias.

Foram feitos testes complementares visando a possivel utilizacdo do
maracuja como alimento funcional: a quantificacdo de proteinas totais pelo método
do acido bicinchoninico (BCA) e a quantificacdo da flavona isoorientina por CLAE-

UV/DAD em todos os extratos analisados nos ensaios de atividade antioxidante.



. A . . 152
Capitulo 4- Avaliacédo da atividade antioxidante

4.3 PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 Materiais, reagentes e padrdes analiticos

Materiais: cartuchos com fase estacionaria Ci3 € 400,0 mg de adsorvente
(Sep-Pak, Waters Associates, Milford, MA, EUA); membranas hidrofilicas para
filtracdo Millex-HV PVDF (polivinilideno fluorado), com poros de 0,45 ym, diametro
de 25,0 mm e nao estéril (Millipore, New Bedford, MA, EUA).

Solventes e reagentes: etanol (Merck, VWRI, Leuven, Bélgica) e metanol grau
analitico (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), acetonitrila grau HPLC (Tedia, EUA),
acido férmico p.a. da Merck (VWRI, Leuven, Bélgica), agua deionizada purificada em
sistema Milli-Q da Millipore (Bedford, MA, EUA). Cloreto de sodio, cloreto de
potassio, cloreto de calcio, dimetilsulféxido (DMSO), peréxido de hidrogénio (30%
v/v) e Tween 20 foram fornecidos pela Merck (VWRI, Leuven, Bélgica). Percoll,
Para-nitrofenilfosfato (pNPP), nitrito de sddio, albumina de soro bovino (BSA), EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), nitrato de bis-N-metil acridina (lucigenina) e
PMA foram adquiridos da Sigma (Bornem, Bélgica); Amplex Red foi proveniente da
Molecular Probes (Invitrogen, Merelbeke, Bélgica) e DPPH’ 90% foi fornecido pela
Sigma (St. Louis, EUA).

Padrdes: rutina 95% e resveratrol da Sigma (St. Louis, EUA), e isoorientina

99% Carl Roth (Karlsruhe, Alemanha).
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4.3.2 Preparo de solucdes

Para o preparo de 1,0 L da solucao salina balanceada de Hank (HBSS) 10X a
pH 7,4, foram adicionados 80,0 g de NaCl, 4,0 g de KCl, 0,48 g de Na;HPO,, 3,5 g
de NaHCOg3, 0,6 g de KH,PO4 a 1,0 L de agua.

A solucdo de Percoll 90% foi preparada com a adicdo de 5,3 mL de HBSS
10X em 48,0 mL de Percoll. A solucéo de Percoll 70% foi preparada com adicao de
10,0 mL de HBSS 1X em 23,3 mL de Percoll 90% e a solucdo de Percoll 85% foi
preparada com adicdo de 5,0 mL de HBSS 1X em 28,35 mL de Percoll 90%.

A solucdo do tampéao fosfato salino (PBS) a pH 7,4 foi preparada com a
adicao de 40,0 g de NaCl, 1,0 g KCl, 5,75 g de Na;HPO, e 1,0 g KH,PO, em 1,0 L
de agua.

No preparo da solucdo para hemolise dos glébulos vermelhos foram
adicionados 8,02 g de NH,4CI, 37,0 mg de EDTA, 0,24 mg de NaHCO3 em 1,0 L de
agua.

A solucéo tampao de diluicdo da MPO foi preparada com adigcao de 250 mg
de BSA e 50,0 puL de Tween 20 em 50,0 mL do tampao PBS. A solucéo de blocagem
foi preparada com adicao de 50,0 mg de BSA em 10,0 mL de PBS; para o preparo
da solucdo tampao de lavagem foram misturados 6,05 g de Tris-(hidroximetil)-
aminometano, 9,0 g de NaCl e 1,0 mL de Tween 20 em 1,0 L de agua; e para
solucéo reveladora foram adicionados 10,0 uL de H,O, 0,3% em 990,0 uL de agua,
desta solucdo retirou-se 11,5 puL e adicionou-se em 988,5 uL de agua, a seguir,
100,0 pL desta ultima solugédo foram adicionados a 9,88 mL de tampéao fosfato com

2,0 pL do reagente Amplex Red.



. A . . 154
Capitulo 4- Avaliacédo da atividade antioxidante

As solucdes-padrdo de isoorientina foram preparadas nas seguintes
concentracdes: 4,0.10°, 4,0.10%, 4,0.10° mg mL™* em DMSO. As solu¢des-controle

foram preparadas com um volume equivalente de DMSO.

4.3.3 Amostras

As polpas congeladas dos frutos de P. edulis e P. alata usadas nos ensaios
de atividade no laboratério do CORD, em Liége, Bélgica, e também utilizadas nos
ensaios de capacidade redutora de radicais no IQSC-USP, Brasil, foram
provenientes da mesma safra dos frutos analisados por CLAE-UV/DAD no IQSC-
USP, Brasil (item 2.3.2, capitulo 2).

As cascas de P. edulis sadias e infectadas com o virus PWV analisadas em
Liege, Bélgica e também analisados no IQSC-USP foram provenientes do municipio
de Bauru, Sao Paulo (item 3.3.2, capitulo 3). As cascas foram secas, trituradas e

armazenadas conforme procedimento descrito no capitulo 3 (item 3.3.2).

4.3.4 Preparo das amostras e teste da capacidade re dutora de radicais do

maracuja (método do DPPH )

Foram preparados dois extratos de polpa de P. edulis (um extraido com
metanol e outro com agua), para posterior comparacao da capacidade redutora de
radicais. A polpa de maracuja (30,0 mL) foi extraida com 10,0 mL de metanol,
colocada por 5 minutos no ultrassom e a seguir, centrifugada por 20 minutos a
10000 rpm (25 °C), o sobrenadante resultante foi diluido em 5 diferentes

concentracdes: 1,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 g L. O mesmo procedimento foi realizado
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para o preparo do extrato aquoso, obtendo-se solugcbes de 5 diferentes
concentracg6es:35,0; 46,67; 70,00; 93,33; 112,00 g Lt

No preparo do extrato da polpa de P. alata foi adicionado 10,0 mL de metanol
a 50,0 mL da polpa e a seguir, seguiu-se o0 mesmo procedimento utilizado no
preparo dos extratos de P. edulis. Apos a extragdo, o sobrenadante foi diluido nas
concentracdes: 15,0; 35,0; 55,0; 75,0; 95,0 g L™, e estas solucdes também foram
utilizadas nos ensaios de capacidade antioxidante.

Foram preparados também extratos de cascas dos frutos de P. edulis
infectados ou ndo com o virus PWV: 20,0 mL de metanol foi adicionado a 1,0 g de
cascas de maracuja secas e trituradas (granulometria de 1,0 mm), colocados por 5
minutos no ultrassom e a seguir, centrifugados por 20 minutos (10000 rpm, 25 °C), o
sobrenadante resultante foi diluido obtendo-se as concentracdes finais de: 1,0; 5,0;
15,0; 25,0; 35,0 g de extrato L™ de solvente para o extrato de cascas sadias, e 5,0;
10,0; 20,0; 30,0; 40,0 g L™ para as cascas infectadas. Estes extratos foram também

posteriormente utilizados nos ensaios de capacidade antioxidante segundo o método

| 47 45,48

proposto por Brand-Williams et al.”", com algumas modificac¢des.

Adicionou-se 0,1 mL da amostra em 3,9 mL da solucdo metandlica de DPPH’
(0,025 g L. A mistura foi agitada e deixada no escuro por 60 minutos, a seguir foi
realizada a medida da absorbancia no espectrofotometro de absor¢cao no UV-Vis de
duplo feixe da Jasco, modelo V-630, a A= 515 nm. Foram realizadas medidas das 5
solugbes de diferentes concentragcbes de cada amostra, todas em triplicata. O
mesmo procedimento foi realizado com as solu¢cdes metandlicas dos padrdes rutina
e resveratrol, na faixa de concentracdo de 0,06 a 1,0 g L™, para posterior

comparacdo da capacidade antioxidante. Este método quantifica a capacidade

redutora de radicais DPPH’, utilizando o parametro ECso (quantidade de antioxidante



. I . o 156
Capitulo 4- Avaliacédo da atividade antioxidante

necessaria para a concentracdo de DPPH’ inicial decrescer para 50%). O ECs foi
obtido através do grafico %DPPH’ reduzido versus concentracdo. O %DPPH’
reduzido foi calculado utilizando-se a equacéao 10.

%DPPH. = [(Abranco' Aamostra)/Abranco] . 100 (10)

Sendo Apranco, & absorbancia de 0,1 mL de metanol em 3,9 mL de DPPH’, e

Aamostra, @ absorbancia de 0,1 mL do extrato em 3,9 mL de DPPH".

4.3.5 Preparo das amostras para os ensaios de QLluc , ELISA e SIEFED

Foram preparados os extratos de polpa de P. edulis, P. alata e cascas dos
frutos de P. edulis infectados ou ndo com o virus PWV segundo o procedimento
descrito no capitulo 3 (item 3.3.2). Os extratos secos foram resuspendidos em
DMSO, na concentracéo final de 100,0 mg mL™, aliquotas destes extratos foram
diluidas nas concentracdes de: 10,0 e 1,0 mg mL™, as trés solugdes de cada extrato
foram posteriormente utilizadas nos ensaios de atividade antioxidante (itens 4.3.7,

4.3.8, 4.3.9).

4.3.6 Isolamento dos neutréfilos equinos

Os neutrdfilos foram isolados do sangue com adicédo de EDTA (1,6 mg mL™)
como anti-coagulante, retirado da veia jugular de equinos saudaveis, alimentados e
criados em condic¢des idénticas (Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de
Liege, Bélgica). Os neutrofilos foram isolados em temperatura ambiente (18-22 <C)

por centrifugacdo (400 x g, 30 minutos, 20 ) em um gradiente descontinuo de
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densidade de Percoll, de acordo com o método de Pycock et al. (1987).* O Percoll é
composto por uma solucédo coloidal de particulas de silica (15-30 nm de diametro)
encobertas por polivinilpirrolidona, ndo toxica, que ndo aderem a membranas, sendo
ideal para purificacdo de células e organelas.® A montagem do gradiente foi
realizada da seguinte forma: 2,5 mL da solugcdo de Percoll 70% foi adicionada ao
fundo de um tubo de centrifuga de 15,0 mL e 2,5 mL da solucéo de Percoll 85%
inserida abaixo da solugdo menos densa, com ajuda de uma seringa; esse
procedimento foi feito de forma lenta e cuidadosa, para ndo ocorrer mistura das
solucdes. Apos esta etapa, 3,0 mL de sangue foram colocados sobre o gradiente e a
seguir, o material foi centrifugado por 45 minutos (1800 rpm, 20 ).

ApOs a separacao, obteve-se os neutrdéfilos entre os gradientes 85% e 70%,
os globulos vermelhos no fundo do tubo, células mononucleadas (linfécitos e
monaocitos) sobre o gradiente de 70%, e o plasma sobre os mononucleados (Figura

53).

——> Plasma

Percoll 70% «——

-+ Neutréfilos

vﬁ Qiébulos
vermelhos

Figura 53. Esquema do isolamento de neutroéfilos equinos por gradiente de Percoll.

Percoll 85% «——

Foi descartado o plasma, as células mononucleares e aproximadamente 2,0
mL de gradiente para garantir a pureza do material. Os neutréfilos foram recolhidos
(aproximadamente 2,0 mL) e colocados em outro tubo de 15,0 mL, onde foi

realizada a etapa de lavagem para retirada do excesso de Percoll: foram
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adicionados 3,0 mL de HBSS 1X as células e centrifugadas por 10 minutos a 2000
rpm, a 20 C, o sobrenadante foi entdo descartado. ApoOs a lavagem, foi realizada
uma etapa de hemdlise para descontaminacdo dos globulos vermelhos: neste
procedimento, adicionou-se 400,0 pL da solucdo de hemolise dos globulos
vermelhos, e a seguir, centrifugou-se por 10 minutos, a 2000 rpm, e 20 C; o
sobrenadante foi entdo descartado e os neutroéfilos foram resuspendidos em 2,0 mL
de PBS 1X. Para a contagem das células, foram retirados 10,0 yuL da suspenséao de
neutrofilos e adicionou-se 990,0 pL de PBS 1X, e apds homogeneizacao,
preencheram-se o0s quadrantes da camara de Neubauer com 10,0 pL desta
suspensao. Cada lote de neutrofilos foi preparado a partir de 36,0 mL (4 tubos) de
sangue de um cavalo. As células foram utilizadas em até 4 horas apés o isolamento,
e cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes com grupos diferentes de

células (cavalos diferentes).

4.3.7 Medida da producéo total de EROs produzidas  por neutrdéfilos ativados

A deteccgéo global de EROs produzidas por neutrdfilos ativados por PMA foi
realizada por quimioluminescéncia dependente de lucigenina, de acordo com o
método de Benbarek et al. (1996)°* com algumas modificacbes. Os ensaios foram
realizados em microplacas (White Combiplate, Thermo Labsystems) e a
quimioluminescéncia (QL) foi medida em um Fluorescan Ascent FL (Thermo Fischer
Scientific), a 37 C.

Em microplaca de 96 pocos, 161 pL da suspensdo de neutréfilos (10°
neutrofilos/ pocgo) foram incubados com 2,0 pL dos extratos ou padrbes, nas

concentracdes finais de 1,0; 0,1 e 0,01 mg mL™ para os extratos e 4.10°, 4.10™,
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4.10° mg mL™? para o padrdo isoorientina, por 10 minutos, a 37 °C. Ap6s a
incubacao, foram adicionados 25,0 pL de CaCl, (1,1 mg mL™), 2,0 pL de lucigenina
(2,5 mg mL™), e 10,0 pL de PMA na concentracdo de 1,6.10° M, obtendo-se um
volume final de 200 pL em cada poc¢o. Apenas apos a adicdo de PMA a resposta de
QL dos neutrofilos foi monitorada por 30 minutos (Multiscan Ascent, Thermo Fischer
Scientific), e expressa como o valor integral da emisséao total de QL. O controle foi
realizado com os neutréfilos incubados com DMSO (solvente utilizado para preparo
das amostras e do padrdo), considerado como 100% da resposta
quimioluminescente. A porcentagem de inibicdo foi calculada com referéncia ao

controle DMSO.

4.3.8 Medida da MPO total liberada por neutréfilos  ativados

Foi realizado o método de ELISA com um kit comercial da BIOCODE-
HYCEL,>® seguindo-se o procedimento do fabricante. O método consiste na
verificagdo da presenca de MPO no meio, esta enzima esta presente nos granulos
azurdfilos e é liberada durante o processo de desgranulagdo, apos a estimulacao
celular com PMA. Os pocos da microplaca sé&o preenchidos com anti-MPO policlonal
de coelho purificada; a MPO, quando presente nas amostras, liga-se a fase sélida;
apos a remocao de substancias ndo ligadas (proteinas ndo especificas) pelo
processo de lavagem, os complexos imunes sao detectados por fosfatase alcalina
conjugada com a anti-MPO policlonal do porco; apés outra etapa de lavagem para
remocao de substancias ndo ligadas, o substrato é adicionado (pNPP), este faz com

que a coloracao fique amarela, se o anticorpo acoplado com a enzima esta presente
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(Figura 54). A intensidade da cor amarela € medida por meio de um Multiscan e

diretamente proporcional a quantidade de MPO presente na amostra.

o 98 3 PPP
Fosfatase alcalina _
conjugada Anti-MPO = ‘;ff

MPOQ

Anti- MPO

p-nitrofenolato

)

Poco da
microplaca

Figura 54. Esquema do principio do método ELISA.

Inicialmente, adicionou-se em tubos de ensaios 10,0 pL dos extratos
(concentracéo final de 1,0; 0,1 e 0,01 mg mL™) ou dos padrées (concentracéo final
de 4.10°, 4.10% 4.10° mg mL™) a 940,0 pL da suspensdo de neutréfilos (10°
neutrofilos/ tubo). O material foi agitado lentamente e incubado por 30 minutos, a 37
€T; a seguir, foi ativado com a adicdo de 50,0 uL d e PMA (8,0.10" M) em cada tubo,
agitou-se lentamente, e o material foi incubado novamente por 30 minutos a 37 <.
ApoOs a ativacdo, a suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm, a 20 T,
entdo recolheu-se 600 pL do sobrenadante para a medida da MPO liberada pelos
neutrofilos, e as células depositadas no fundo do tubo foram descartadas.

Foi realizada uma diluicdo de 200 vezes do sobrenadante recolhido e entdo
adicionou-se 100,0 pL destas solugBes diluidas nos pocos da microplaca (ja
revestida com anticorpo), a placa foi entdo incubada por 2 horas a 37 C. Apds este

periodo foi realizada a lavagem por 4 vezes com o tampdo de lavagem, a seguir,
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adicionou-se 100,0 pL da solucao do anticorpo acoplada a enzima fosfatase alcalina
e incubou-se por 2 horas a 37 C, e em seguida real izou-se a lavagem por 4 vezes
com o tampéo de lavagem e adicionado 100,0 pL do substrato pNPP; a placa foi
incubada por 30 minutos a 37 T. Apés este periodo, foi adicionada a solucéo stop®?
e a atividade da fosfatase foi medida em A= 405 nm com um Multiscan Ascent

(Thermo Fischer Scientific).

4.3.9 Medida da atividade da MPO isolada

Um meétodo original chamado SIEFED foi desenvolvido por Franck et al.
(2006),% para deteccdo especifica da MPO neutrofilica equina. O método apresenta
3 procedimentos basicos: o primeiro € a captura da MPO de uma solucdo ou
amostra bioldgica por anticorpos especificos imobilizados (imunoextracdo), a
segunda etapa consiste na lavagem para eliminacdo de todos as substancias
(proteinas, substancias interferentes, etc.) presentes na amostra e que ndo estao
ligadas aos anticorpos, e o terceiro passo € a deteccao da atividade da MPO usando

um substrato fluorogénico (Amplex Red), H,O, e NaNO; (Figura 55).

= Lavagem Amplex Red
(remocao de X +H,0,
7 | +NaNG; Fuorescéncia
X i P
MPO —> —Cbo —> |

U \]t Mp?f 37 MTPO MTE’O MTPO IVITPO
X=amostra Hacarevestida Capturaespecifica Medidada

comanticorpo (Y) daMPOporY atividadedaMPO

anti-MPO

Figura 55. Esquema do procedimento do método SIEFED.
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A purificacdo da MPO equina e a preparacao dos anticorpos anti-MPO foram
realizadas pelo grupo CORD.>* A MPO foi extraida dos neutréfilos equinos isolados
e por meio de dois procedimentos cromatograficos (troca idnica e filtracdo em gel) foi
atingida a pureza > 98% (estabelecida por eletroforese).

Antes do inicio do ensaio SIEFED foi necessaria a preparacao da microplaca:
foram adicionados aos pocos 200,0 uL da solucao de anticorpos na concentracéo de
3,0 ug mL™* em PBS (600 ng por poco), a placa revestida foi deixada no freezer (4
C) por toda a noite. Apos este periodo, foi descar tada a solucéo presente na placa
e adicionada 200,0 pL da solucdo de blocagem em cada poco (para que a MPO e
outras substancias nédo se depositem no fundo da placa); a seguir, deixou-se a placa
em repouso por 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esta etapa, a
solucédo presente nos pocos foi descartada e estes foram lavados 4 vezes com a
solucdo de lavagem, apos a secagem, a placa estava pronta para realizacdo do
ensaio de atividade.

Para preparo das solucbes que serdo depositadas nas placas foram
adicionados a tubos de ensaio: 4,0 puL dos extratos ou padrdes, 196 pL do tampéao
de diluicdo, e 200,0 pL da solugdo de MPO equina diluida em tampao de diluicdo
(concentracéo final de 50,0 ng MPO mL™), obtendo-se um volume final de 400,0 L
em cada tubo de ensaio, com 0s extratos e padrdes a concentracao final de 1,0; 0,1;
0,01 mg mL' e 4.1073, 4.10%, 4.10° mg mL™, respectivamente. Agitou-se e incubou-
se por 10 minutos a 37 C, antes da etapa de imunoe xtracao.

Apés a incubacao, 100,0 pL de cada solucao foram adicionados aos pocos da
microplaca e incubados por 2 horas a 37 T para per mitir a captura da MPO pelos
anticorpos; a seguir, foi realizada a lavagem dos pogos 4 vezes com a solucao de

lavagem, e entdo a atividade enzimética da MPO foi medida (etapa de revelacéo)
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usando um substrato fluorogénico: Amplex Red (40 pM), H,O; (10 uM), e NaNO, (10
mM) como potenciador da reacdo, para isso foram adicionados 10,0 uL de NaNO, e
100,0 pL da solucao reveladora (Amplex Red e H,0O,, item 4.3.2), quando o H;O,
(substrato da MPO) reagiu com o Amplex Red foi formada resorufina, uma
substancia fluorescente (Aexcitacao= 544 NM; Aemisszo= 590 nm) (Figura 56). Foi feita a
medida da formacédo da resorufina por 30 minutos, a 37 € com um Fluorescan
(Fluoroscan Ascent, Thermo Fischer Scientific). O controle foi realizado com o

solvente DMSO e o valor da medida da fluorescéncia foi considerado como 100% da

atividade.
Amplex Red Resorufina
HO O OH HO. o) o)
N 7
|
ﬁ_CHg
o]
H202 o))

Figura 56. Principio da revelacdo usado no método SIEFED.

4.3.10 Determinagéo de proteinas totais

O método do &cido bicinchoninico (BCA) ou método de Smith>* foi utilizado
para determinar a concentracdo de proteinas totais presente nos extratos. Este
método se baseia na reducdo do Cu*? a Cu™ na presenca de proteinas em meio
alcalino. O BCA é um reagente cromogénico altamente especifico para o Cu*'; esta
reacdo forma um complexo roxo, que absorve fortemente na regido de 560 nm e a

absorbancia é diretamente proporcional & concentracdo de proteinas (Figura 57).
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Etapa 1 Proteina+ QU *? ee— QU+

Etapa 2

Complexo
BCA-Qu*t

Figura 57. Reac0Oes envolvidas no método de BCA.
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O reagente foi preparado adicionando-se 10 volumes da solucdo de

CuS045H,0 4% a 50 volumes da solucdo de BSA. Adicionou-se em uma microplaca

10,0 pL dos extratos (apropriadamente diluidos) e solucdes-padrdo de BSA em

diferentes concentragdes (1,00; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,00 mg mL™), a seguir, foi

adicionado 200,0 pL do reagente; a microplaca foi deixada em repouso por 30

minutos a 37 C, e entdo realizada a leitura em A= 560 nm em um Multiscan Ascent

(Thermo Fischer Scientific).
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4.3.11 Andlise quantitativa de isoorientina nos extratos d e Passiflora por

CLAE-UV/DAD

A gquantificacdo de isoorientina foi realizada em todos os extratos (100,0 mg
mL? em DMSO) submetidos aos testes QLluc, ELISA e SIEFED, por meio do
método do padrdo externo: a curva analitica foi construida a partir da solucéo-
estoque de isoorientina (400,0 mg L em metanol), preparando-se por diluicdo
solucées na faixa de concentragéo de 40,0 a 10,0 mg L™ em metanol. A quantidade
de isoorientina foi obtida analisando-se as triplicatas dos cromatogramas dos
extratos obtidos em A= 330 nm.

As andlises cromatograficas dos extratos de maracuja foram realizadas

segundo as condicdes descritas no capitulo 3 (item 3.3.4).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Andlise da capacidade redutora de radicais do  maracuja

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada em termos da reducédo do
radical DPPH’ por moléculas antioxidantes, segundo a equacéo 11.
R'+ AH - R-H + A’ (12)

Sendo R’ radical, AH antioxidante e A’ radical inativado.*’

Os testes foram iniciados seguindo-se o procedimento proposto por Brand-
Williams et al. (1995)*'. A reacéo entre a amostra e o DPPH’ foi monitorada por um
espectrofotometro de absorcdo no UV-Vis, resultando em uma curva cinética que
acompanha o decréscimo da absorbancia inicial do DPPH" em A= 515 nm por certo
tempo, até que o valor da absorbancia torne-se constante (Figura 58). Por meio
deste valor de absorbancia, o %DPPH’ reduzido pode ser calculado para obter o
ECso. Entretanto, os extratos mostraram lento decréscimo na absorbancia (cinética
lenta), que resultou em um longo tempo de reacdo (mais de 7 horas) para alcancar o
estado constante (ou atingir o platd). Assim, algumas modificagcdes no procedimento

original foram necessarias.
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Figura 58. Curva cinética da reacdo do DPPH" com a amostra da polpa dos frutos
de P. edulis (A =515 nm).

Uma modificacdo proposta por Kuskoski et al. (2005)* foi utilizada, a qual
consiste na medida da absorbancia da solucdo de DPPH" com a amostra apés 1
hora de reagdo. Através dos valores de absorbancia obtidos para cada amostra, 0s
valores de %DPPH’ reduzidos foram calculados (Tabela 14) para obtencédo dos
valores de ECsy. Varios testes foram realizados a fim de avaliar o intervalo de

concentracdo adequado para cada extrato atingir o valor de ECso.
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Tabela 14. Porcentagem de DPPH’ reduzido pelas amostras e padrdes

Amostras Concentracgéo (g L™) %DPPH’ reduzido
Polpa P. edulis metandlico 1,00 - 80,00 7,00 - 80,44
Polpa P. edulis aquoso 35,00-112,00 34,45 - 80,20
Polpa P. alata metandlico 15,00 - 95,00 7,30 - 70,90
Casca sadia de P. edulis 1,00 - 35,00 9,10 - 63,30
Casca doente de P. edulis 5,00 - 40,00 10,70 - 61,30
Garapa 18,00 - 218,00 8,30 - 66,57
Ché mate 0,52 - 8,27 12,50 - 89,60
Resveratrol (padréo) 0,06 - 1,00 11,60 - 80,60
Rutina (padréo) 0,06 - 1,00 35,20 - 94,00

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio do grafico de %DPPH’
reduzido em funcao da concentracdo dos extratos. Os valores dos ECso dos extratos
aquoso e metandlico da polpa de P. edulis foram calculados usando a equacéo de

—x/t

decaimento exponencial de primeira ordem (y = yo + A;. € ) obtida do gréafico de

cada amostra (Figura 59).
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Figura 59. Curvas da capacidade antioxidante para os extratos aquoso e metandlico
da polpa de P. edulis, obtidas pelo método do DPPH".
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Foi obtido o valor de ECsp= 38,50 + 2,28 para o extrato metandlico de P.
edulis e ECso= 57,94 + 4,22 para a amostra aquosa da mesma espécie. Quanto
menor o valor do ECsg, maior € o consumo do radical DPPH" pela amostra e
portanto, maior € a capacidade antioxidante. Assim, 0 extrato metanodlico de
maracuja (menor ECsg) possui maior capacidade antioxidante, sugerindo maior
eficiéncia do metanol comparado com a agua para a extracdo de substancias com
propriedades doadoras de hidrogénio.

Os extratos de polpa e cascas de P. edulis, e polpa de P. alata foram
comparados com o0s padrdes rutina e resveratrol em metanol, além de outros
alimentos como garapa e cha mate, extraidos com &gua.>® Verificou-se que a
capacidade antioxidante dos extratos e padrdes segue a seguinte ordem: rutina >
resveratrol > cha mate > cascas de P. edulis sadias > cascas de P. edulis infectadas
com PWYV > polpa de P. edulis metandlica > polpa de P. edulis aquosa > polpa de P.
alata > garapa (Figura 60).

O estudo da garapa (caldo de cana-de-agucar) faz parte de outros trabalhos
realizados pelo Grupo de Andlise Fitoquimica do IQSC-USP ainda em

56,57

andamento, como parte do doutorado de Tatiana O. Lira.
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Figura 60. Representacdo grafica do ECso das amostras de alimentos e bebidas e
dos padroes.

Por meio do teste de capacidade antioxidante com o reagente DPPH’
verificou-se que as cascas de P. edulis possuem maior capacidade antioxidante se
comparada a polpa dos frutos P. edulis e P. alata, justificando assim, os testes
adicionais de atividade antioxidante (QLluc, ELISA, SIEFED) com estes extratos,

estudados como potenciais fontes naturais de substancias antioxidantes.

4.4.2 Efeito dos extratos e padrdoes sobre a produ¢cd o de EROs liberadas por

neutréfilos ativados

A influéncia dos extratos e dos padrbes sobre a producdo de EROs
produzidas por PMN equinos ativados com PMA foi medida por meio da técnica de

guimioluminescéncia dependente de lucigenina.
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O PMA é uma substancia sintética, conhecida por sua acdo promotora de
tumores. O PMA ativa a explosao respiratoria nos neutrofilos sem se ligar a um
receptor de membrana, mimetizando o diacilglicerol (DAG), um ativador fisiolégico
de PKC, e a ativacdo forte e continua desta molécula de sinalizacdo pelo PMA
promove a producdo intensa e prolongada de EROs.*® Assim, o PMA induz uma
resposta de QL imediata e duradoura e que € amplificada com a presenca da
lucigenina.

Nos ensaios de QLluc, os extratos reagem com as EROs produzidas por PMN
estimulados e impedem a excitacdo da lucigenina, diminuindo a resposta
qguimioluminescente. Esta técnica permite a medida da habilidade das substancias
presentes nos extratos de neutralizar os radicais (principalmente O,"), reduzindo
assim a concentracdo de EROs responsaveis pela oxidacdo da lucigenina, ou seja:
guanto menor a resposta obtida, maior a atividade antioxidante.

A Figura 61 mostra que o extrato da polpa de P. edulis possui o maior efeito
inibitdrio na resposta quimioluminescente produzida por neutrofilos estimulados, mas
somente na concentracdo de 1,0 mg mL™, apresentando 98% de inibicdo de QL,
reagindo diretamente com as EROs liberadas pelas células. As cascas sadias e
infectadas com virus PWV também apresentaram alto efeito redutor de EROs
liberadas pelas células, apresentando efeitos inibitérios dependentes da
concentrag&o, mais pronunciado para o extrato de cascas sadias. As cascas sadias
apresentaram 50% de inibicdo entre as concentragées 0,01 e 0,1 mg L™ enquanto
que para as cascas infectadas as concentracées foram entre 0,1 e 1,0 m L™. Estes
resultados sugerem que a presenca do virus PWV pode afetar o conteddo de
substancias antioxidantes nas cascas, necessitando-se de estudos mais

aprofundados para a concreta diferenciagéo das cascas infectadas e sadias.
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A polpa de P. alata apresentou atividade moderada. Ja o padrao isoorientina
(3) mostrou efeitos inibitdrios em baixas concentracdes devido também a pureza da
substancia (99%), apresentando uma interacdo direta com as EROs liberadas por
PMN, enquanto que o0s extratos contém outras substancias que nao
necessariamente sao redutoras de EROs (por exemplo, os agucares), misturados as

substancias ativas.
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Figura 61. Efeito inibitdrio dos extratos, padrdo e controles sobre as respostas
guimioluminescentes das EROs produzidas por PMN equinos ativados por PMA. A
porcentagem de inibicdo indicada no topo das colunas foi calculada com relacdo ao
controle (CTRL) DMSO como 100% (n= 3); NA= controle com DMSO nao ativado.
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4.4.3 Efeito dos extratos e padrdes sobre a liberag &o de MPO total pelos

neutrofilos ativados

Com o intuito de verificar o efeito dos extratos sobre uma funcéo efetora dos
neutrofilos independente de oxigénio, foi avaliada sua acédo sobre a desgranulacao
de neutrofilos ativados, utilizando como parametro a liberacdo da enzima MPO.

Neste trabalho foi realizada a medida da MPO total liberada pelos neutroéfilos
ativados com a PMA, por meio do método ELISA.

Para avaliar a quantidade de MPO liberada utilizou-se o substrato incolor da
enzima fosfatase alcalina (pNPP). A hidrélise do pNPP libera o p-nitrofenol, ambos
compostos incolores. Dependendo do pH, o p-nitrofenol pode ser dissociado em p-
nitrofenolato, um composto amarelo que absorve em A= 405 nm (Figura 62), e a
velocidade de formacdo da substancia € proporcional a atividade da enzima
presente.

u]

1l
DM @D—T—DH

OH

pHPP (incolor)
ALP
pHa =72 _
PO + DZN@DH -— OgH o + H,PO,
p-nitrofenol gncolor} p-nitrofenolato (amarelo)

Figura 62. Esquema das rea¢fes quimicas envolvidas no processo de hidrélise do
p-nitrofenilfosfato pela enzima fosfatase alcalina (ALP), resultando na formacg&o do
p-nitrofenolato.



. A . . 174
Capitulo 4- Avaliacédo da atividade antioxidante

A inibicdo da formacdo de p-nitrofenolato pode ser devido, por exemplo, a
inibicdo da MPO, pelo efeito citotoxico sobre as células ou por afinidade por um

receptor do neutrofilo (Figura 63).

Heitoscitotoxicos l Receptor de PMA

Outrosreceptores . ( Neutréfilo ) Snalizacio intracelular

InibigodaMPO ------coeaoee MPO

p-nitrofenilfosfato  p-nitrofenolato

Figura 63. Esquema das diferentes formas de atuacdo de substancias sobre a
desgranulagdo neutrofilica. Linhas tracejadas: possiveis modos de acdo das
substancias dos extratos sobre a producéo de p-nitrofenolato. Esquema adaptado de
Johansson et al. (2002).>°

Observou-se conforme o grafico da Figura 64 que a ativacdo dos neutroéfilos
por PMA dobrou a liberacdo de MPO no sobrenadante (CTRL PBS), em comparacao
com as células ndo estimuladas (NA PBS). Nestes ensaios 0s extratos nao se
mostraram muito ativos na inibicdo da desgranulacdo, ou seja, ndo apresentaram
grande alteracdo na quantidade de MPO liberada pelos neutrdfilos ativados, com
excecao para as cascas doentes de P. edulis que apresentaram ligeira inibicdo da
desgranulacéo (43%), na concentracdo de 0,5 mg mL™. Este ensaio é chamado a
nivel celular, pois as substancias presentes nos extratos tém que ser capazes de
inibir a desgranulacdo pelos neutréfilos ativados. E importante ressaltar que este

teste foi realizado com uma diluicdo dos extratos de 200 vezes, enquanto nos outros

ensaios (QLIuc e SIEFED) a diluicao foi de 100 vezes.
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Figura 64. Efeito inibitério dos extratos, padrdo e controles sobre a quantidade de
MPO total liberada por neutréfilos equinos estimulados por PMA. A porcentagem de
inibicdo indicada no topo das colunas foi calculada com relacdo ao controle (CTRL)
DMSO como 100% (n= 3); NA= controle com DMSO ndao ativado.

Podemos verificar por meio das medidas realizadas por ELISA que o0s
extratos nédo influenciam a liberacdo de MPO no plasma. A quantidade de MPO
liberada manteve-se a mesma com ou sem 0s extratos, com excecgao para as cascas
infectadas, sugerindo que estes extratos ndo modificam a desgranulacdo dos

neutrofilos, e ndo atuam sobre os neutréfilos diretamente, mas interagem com as

EROs (item 4.4.2) liberadas por estas células.
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4.4.4 Efeito dos extratos e padrdes sobre a ativida  de da MPO equina purificada

A fim de entender o mecanismo de inibicdo dos neutréfilos equinos, foi
estudado o efeito dos extratos e padrdes sobre a atividade peroxidasica da MPO
purificada, medida pela técnica de SIEFED. Neste ensaio, quando as substancias
presentes nos extratos entram em contato com a enzima MPO, podem inibir seu sitio
ativo, blogueando a producédo de resorufina (substancia fluorescente, medida em
540 nm), obtendo-se assim uma menor resposta ou maior inibicdo da atividade da
MPO.

A MPO equina purificada usada nestes experimentos foi a mesma usada por
Franck et al. (2006)°® para o desenvolvimento da técnica SIEFED.

Foi observado que todos os extratos e o0 padrdo isoorientina apresentaram
efeitos inibitorios da atividade da MPO dependentes da concentracéo (Figura 65). A
inibicdo da atividade da MPO foi similar para os extratos de polpa de P. edulis e P.
alata, atingindo cerca de 50% de inibicdo na mais alta concentracéo testada (1,0 mg
mL™). Os efeitos mais potentes de inibicdo da atividade da MPO isolada foram
obtidos para os extratos de cascas de P. edulis. Uma similar resposta foi observada
para os dois extratos de cascas, exceto na concentracdo mais elevada, na qual o
extrato de cascas infectado apresentou maior inibicdo da atividade da MPO (98%)
em comparagao com o extrato de cascas sadias.

A técnica SIEFED tem a habilidade de medir a atividade da MPO purificada
depois das etapas de imunoextracéo e lavagem (com a eliminacdo do excesso de
isoorientina ou extratos testados). Assim, se a inibicdo da atividade da MPO é
observada, esta pode ser atribuida somente a interacéo direta da substancia testada

com a enzima, pois as moléculas livres dos extratos foram eliminadas na etapa de
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lavagem. Estas observacdes sugerem que as substancias polifenolicas presentes
nos extratos de cascas de P. edulis foram fixadas & MPO (ao sitio ativo da enzima
ou de um aminoacido da estrutura da proteina) ou alteraram a estrutura da enzima,

levando a inativacdo da MPO.

140
130
120
110
100

100%

10%
17%
23%
32% 29%
41%) 9
21% A47%,
45%
49%)
55%
88%
97% ﬁ
=

4.10%4.10%4.10° 1 0,1 0,01 1 010,01 101001 1 01 001(mgmL?

CTRL CTRL ISOORIENTINA CASCAS CASCAS POLPA POLPA
MPO DMSO INFECTADAS SADIAS P.ALATA P.EDULIS
PWV

o ©
o O

Atividade relativa da MPO (%)
638 88 8 3

~
o
T T T v T " T T T YT YT T rTrrrrrrrrs

o

Figura 65. Efeito inibitorio dos extratos, padrdo e controles sobre a atividade da
MPO purificada, medida por SIEFED. A porcentagem de inibicdo indicada no topo
das colunas foi calculada com relagéo ao controle (CTRL) DMSO como 100% (n= 3).

Obsrvou-se por meio dos testes realizados (QLluc, ELISA e SIEFED) que
todos os extratos desempenham um papel importante na inibicdo dos EROs e MPO,

principalmente os extratos de cascas de P. edulis, mas ndo inibem a formagéo ou

liberacdo desta enzima pelos neutrofilos ativados (desgranulacéo).
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4.4.5 Quantificacdo de proteinas totais pelo método do BCA e de isoorientina

nos extratos de maracuja por CLAE-UV/DAD

A quantificacdo de proteinas totais e de isoorientina dos extratos foram feitas
como testes complementares para avaliar a possivel utilizacdo do maracuja como
um alimento funcional.

O método de Smith ou BCA € um método simples, rapido, preciso e sensivel
para a deteccdo e quantificacdo colorimétrica de proteinas totais. Além disso, este
meétodo foi escolhido (entre outros métodos como o de Lowry e de Bradford) por ndo
haver relatos na literatura de polifendis como interferentes na determinacdo de
proteinas.®

Por meio da curva analitica construida com solu¢cdes-padrdao de BSA em agua
(Figura 66) foi encontrada a concentracao total de proteinas nas amostras (Tabela

15).
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Tabela 15. Quantificacéo de proteinas totais pelo método de Smith>*

Amostras Concentragéo (mg mL™?)’
Polpa de P. edulis 0,69 + 0,05
Cascas sadias de P. edulis 18,06 + 0,51
Cascas de P. edulis com virus PWV 10,52 + 0,05
Polpa de P. alata 0,84 +0,13

*Concentracdo a partir de 1,0 mg de extrato seco mL*

As concentragbes de proteinas encontradas nas cascas S&o
consideravelmente altas quando comparadas a polpa dos frutos, sendo um
indicativo de suas propriedades nutricionais, além de um possivel indicativo como
alimento funcional. Observou-se também, que o valor encontrado para as cascas
sadias foi quase o dobro da quantidade encontrada nas cascas infectadas com o
virus PWV.

O valor de proteinas totais observado nas cascas pode ser comparado a
outros alimentos considerados funcionais como o leite humano, que segundo a
literatura®® possui uma concentracdo de 15,0 + 0,1 g L™, obtida por meio do método
BCA.

Além disso, estudos evidenciam que o BCA reage com o0s aminoacidos
essenciais: cisteina e tirosina,®? indicando que as cascas de maracuja sédo boas
fontes de proteinas. Assim, estes dados sugerem a necessidade de estudos
utilizando este subproduto das industrias de suco de maracuja na dieta humana,
principalmente com a incorporacdo das cascas do maracuja no enriguecimento de
alimentos.

A determinacdo de isoorientina nos extratos submetidos aos ensaios de

atividade QLluc, ELISA e SIEFED (100,0 mg mL* em DMSO, item 4.3.5) foi
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realizada injetando-se 10,0 pL das amostras no sistema de CLAE-UV/DAD, nas
condi¢cbes cromatograficas otimizadas para quantificacéo de flavonoides da polpa de
P. edulis (capitulo 2, item 2.4.2.2).

A polpa do fruto da espécie P. alata ndo apresentou a flavona isoorientina. As
andlises quantitativas de isoorientina nos extratos de P. edulis foram realizadas
através do método do padréo externo, utilizando-se a curva analitica construida com
o padr&o isoorientina (40,0 - 10,0 mg L™). As quantificacdes foram realizadas em

triplicata (Tabela 16).

Tabela 16. Quantificacdo de isoorientina presente nas amostras por CLAE-UV/DAD

Amostras Isoorientina

(mg LY +dp.” (mmol L) +d.p.

Polpa de P. edulis 5,070 £ 0,339 0,011 £ 0,001
Cascas sadias de P. edulis 65,335 + 0,371 0,145 + 0,001
Cascas de P. edulis com virus PWV 48,650 + 0,332 0,108 £ 0,001

d.p.= desvio padréo (n= 3)

Na Tabela 16 pode-se observar que o conteddo de isoorientina nos extratos
das cascas de P. edulis (sadia e infectada) foi consideravelmente mais elevado em
comparacao com o extrato da polpa do fruto desta espécie.

Estudos tém mostrado que muitos flavonoides, como a isoorientina, presentes

em muitos frutos e vegetais, contribuem significativamente para a atividade

63,64 5

antioxidante, anti-inflamatéria,®® além da significante inibicdo da atividade da

MPO.*

44,63-65

Em concordancia com os estudos citados, os resultados deste trabalho

mostraram uma relacao entre a atividade antioxidante e o contetudo de isoorientina
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presente nos extratos. Os extratos de cascas de P. edulis apresentaram alta
capacidade redutora do DPPH’, além de alta atividade redutora das EROs,
produzidos por neutréfilos ativados, e maior inibicdo da enzima MPO em todas as
concentracbes, apresentando também a maior concentracdo de isoorientina,
provavelmente responsavel por parte deste efeito inibitorio.

O extrato da polpa da espécie P. alata ndo contém a flavona isoorientina,
apresentando menor atividade (QL, SIEFED) comparada aos extratos da espécie P.
edulis, e a quantidade de flavonoides totais (analises por CLAE-UV/DAD, capitulo 2)
também é menor no extrato da polpa da espécie P. alata (94,68 + 0,06 mg L™) do
que no extrato da polpa de P. edulis (158,04 + 0,60 mg L™). Assim, o maior efeito
inibitorio observado para P. edulis pode ser consequéncia da maior concentragédo de

flavonoides nestas amostras, comparado a P. alata.
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4.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Verificou-se que em comparacdo com a polpa dos frutos de P. edulis e P.
alata, as cascas de P. edulis apresentaram maior atividade inibitoria sobre funcdes
efetoras dependentes e independentes de oxigénio dos neutrofilos equinos,
incluindo a inibicdo da producdo de EROs e atividade da MPO, além de alta
capacidade redutora do DPPH’. Os extratos das cascas de P. edulis inibiram a
producdo de EROs de maneira dose dependente, atuando como redutores diretos
de EROs liberados pelas células, porém ndo modificaram a desgranulacdo dos
neutrofilos estimulados por PMA; todos os extratos e o padrdo isoorientina
apresentaram efeito de inibicdo da atividade peroxidasica da MPO de maneira dose
dependente. Além disso, os métodos combinados apresentados podem ser um
instrumento eficiente para screening de atividade antioxidante de drogas ou
substancias naturais com efeitos terapéuticos potenciais no estresse oxidativo e
inflamacéo.

A quantidade de proteinas totais encontrada nos extratos de cascas de P.
edulis foram altas e comparaveis a alimentos considerados funcionais, como o leite.
Além disso, verificou-se que a atividade antioxidante pode estar diretamente
relacionada com a concentragédo de flavonoides, pois os extratos das cascas de P.
edulis apresentaram o0 maior conteudo da flavona isoorientina e também maior
atividade, comparadas a polpa da mesma espécie. Estes dados sugerem o potencial
das cascas do fruto de maracuja como um alimento funcional, indicando assim a
necessidade de maiores estudos farmacoldgicos e nutricionais com os subprodutos

das industrias de suco de maracuja, visando sua utilizacdo na dieta humana.
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CAPITULO 5- CONCLUSOES GERAIS

5.1 CONCLUSOES

5.1.1 Avaliacdo do método desenvolvido por CLAE e s  ua aplicacéo

A utilizacdo do planejamento fatorial completo no processo de otimizacdo da
extracdo de flavonoides permitiu a exploracdo dos efeitos de interagdo entre as
variaveis e a reducdo dos numeros de experimentos executados, tornando o
procedimento analitico mais rapido e econémico. O método desenvolvido e validado
por CLAE-UV/DAD mostrou-se adequado e confiavel para a andlise quantitativa da
flavona isoorientina, presente na polpa dos frutos de P. edulis, e também para a
quantificacdo de flavonoides totais desta espécie, apresentando todos os resultados
da validacdo dentro dos parametros recomendados pelo protocolo da ICH. A
utilizacdo do padrao rutina para expressao de flavonoides totais € uma alternativa de
menor custo para analises de rotina, visto que os padrdes de flavonas C-glicosilados
sdo de alto custo, importados, e apresentam disponibilidade comercial limitada a
pequenas quantidades.

Além disso, 0s espectros de ultravioleta obtidos nas analises por CLAE-
UV/DAD foram de suma importancia na identificagdo dos picos correspondentes aos
flavonoides e a identificacdo da classe destes flavonoides (flavonas). A presenca de
isoorientina e isovitexina na polpa de P. edulis foi confirmada por CL-EM/EM. Além
disso, por meio desta técnica foi verificada a presenca do acido malico na polpa de

P. alata.
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A aplicacdo do método desenvolvido para quantificacdo dos flavonoides da
polpa de P. edulis por CLAE-UV/DAD também mostrou-se eficiente para analise dos

flavonoides das cascas desta espécie e da polpa de P. alata.

5.1.2 Comparacdao entre as técnicas CLAE e CCDAE

A técnica de CCDAE aplicada na quantificacdo de isoorientina nas cascas de
P. edulis apresentou varias vantagens, como a habilidade de se trabalhar com
extratos brutos e sem necessidade de clean up, possibilidade de analise simultanea
de varias amostras, em menor tempo se comparada a CLAE, e principalmente
mostrou-se uma técnica mais econdmica, com baixo consumo de solvente e
residuos gerados. Além disso, a derivatizacdo com o reagente NP-PEG permitiu
obter informacdes estruturais dos flavonoides, como por exemplo a existéncia de C-
glicosideos nos extratos, devido as diferentes coloracdes de fluorescéncia das
substéancias, além de permitir a diferenciacdo das espécies por fingerprint.

Apesar das vantagens que a técnica apresenta, a CCDAE ainda é muito
pouco utilizada no Brasil, mas pode ser considerada uma alternativa a CLAE-

UV/DAD para quantificacao de flavonoides das cascas de P. edulis.

5.1.3 Sobre o potencial uso do maracuja como alimen  to funcional

Encontrou-se maior quantidade de isoorientina e de proteinas nas cascas de
P. edulis do que na polpa desta espécie. A quantidade de flavonoides totais na polpa
de P. edulis € maior se comparada a P. alata e comparavel a outros alimentos, como

a garapa. A polpa de P. alata ndo contém isoorientina. O valor de proteinas
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encontrado nas cascas do maracuja foi alto e significativo, comparado a alimentos
considerados funcionais, como o leite. Estes resultados sugerem a necessidade de
maior numero de estudos nutricionais e farmacologicos para utilizacdo das cascas
do maracuja como um alimento funcional.

Conclui-se por meio dos testes de atividade antioxidante (QLluc, SIEFED
método do DPPH’) que as cascas de P. edulis apresentaram maior atividade se
comparada a polpa dos frutos de P. edulis e P. alata. Os extratos das cascas de P.
edulis apresentaram alta atividade inibitéria sobre o metabolismo oxidativo de
neutrofilos estimulados por PMA (sobre a producdo de EROs), de maneira dose
dependente da concentracdo, além de alta capacidade redutora do DPPH’, e potente
inibicdo da atividade da MPO isolada. Para os extratos de polpa de P. edulis e P.
alata foi observada resposta similar de inibicdo da atividade da MPO, porém
verificou-se (por ELISA) que os extratos testados ndo modificam a desgranulagcéo
dos neutrdfilos, ndo influenciando a liberacdo de MPO no plasma.

Além de fornecer informacdes sobre atividade antioxidante, os métodos
combinados (QLluc, ELISA, SIEFED) podem também ser um instrumento eficiente
para screening de atividade antioxidante e anti-inflamatoéria de substancias naturais
visando a producao de possiveis farmacos.

A atividade antioxidante pode estar diretamente relacionada com a
concentracédo de flavonoides, pois a quantidade de isoorientina e a atividade das
cascas de P. edulis sdo maiores se comparada as polpas de P. edulis e P. alata.

Estes resultados sugerem o potencial das cascas como fonte natural de flavonoides.



