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RESUMO

As espécies do género Passiflora sdo ricas em flavonoides, que apresentam
atividade antioxidante e, por isso, tém potencial para uso em formulagées que
combatam o envelhecimento extrinseco da pele. Esse envelhecimento esta ligado a
formacao de espécies reativas de oxigénio pela absor¢cdo da radiacao ultravioleta.
Neste contexto, formulacdes fotoprotetoras contendo antioxidantes podem contribuir
para com a defesa da pele contra essas espécies reativas. Com isso, este trabalho
visou a identificacdo e quantificacdo de flavonoides nos extratos metandlico (rico em
flavonoides) e glicolico (empregavel em fitocosméticos), de folhas Passiflora
coccinea (Aubl.) obtidos por ultrassom ou maceragdo a temperatura ambiente ou a
30 °C. Avaliaram-se as atividades antioxidantes, pelos métodos DPPH (radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazil) e ORAC- FL (do inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity,
realizado com fluoresceina), e fotoprotetoras direta in vitro dos extratos dentro e fora
de uma formulacdo creme. Os extratos metandlicos apresentaram atividades
antioxidantes semelhantes entre si, enquanto que, dentre os extratos glicélicos, o de
maior atividade, inferior a dos extratos metandlicos, foi obtido por maceracéo a 30 °C
por 72 h. Os extratos foram individualmente incorporados a um creme e nao
apresentaram fotoprotegéo direta. Apenas o creme contendo o extrato metandlico a
1,0% (m/m) apresentou atividade antioxidante, mensuravel pelo DPPH. Foi
constatada a possivel presenca dos flavonoides vitexina, isovitexina e 2”-O-B-D-
glucopiranosil-vitexina por espectrometria de massas (ESI(-)-MS/MS) e a
confirmagéo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de
diodos (HPLC-DAD). Quantificou-se a isovitexina nos extratos de maior atividade por
HPLC-DAD, encontrando-se (2,28 + 0,06) mg g~ no extrato metandlico e (0,18 +
0,01) mg g’ no extrato glicélico, revelando o menor poder extrator do propilenoglicol.
O método de quantificacao foi validado de acordo com o ICH (2005) e os flavonoides
encontrados foram descritos pela primeira vez em Passiflora coccinea por este

trabalho.

Palavras chave: Passiflora coccinea, flavonoides, antioxidante, fotoprotecao, isovitexina
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ABSTRACT

Passiflora genus comprises flavonoid-rich species. Flavonoids present antioxidant
activity and, thus, are potentially useful in anti-aging formulations. The skin ageing
process can be linked to reactive oxygen species formation due to UV radiation
absorption. In this context, photo protective formulations containing antioxidants may
contribute to the skin’s defense against these reactive species. Therefore, the present
work aimed at the identification and quantification of flavonoids in methanolic
(flavonoid-rich) and glycolic (used in phytocosmetics) Passiflora coccinea (Aubl.)
extracts obtained by ultrasound assisted extraction, maceration at room temperature
and maceration at 30 °C. The antioxidant activity through DPPH (2,2-diphenyl-1-
pycrylhidrazyl radical) and ORAC-FL (Oxygen Radical Absorbance Capacity, using
fluorescein as a probe) and the in vitro sunscreen activity of the extracts outside of
and in a cosmetic formula were evaluated. The methanolic extracts presented similar
antioxidant activities, while among the glycolic extracts, the most active one, although
presenting inferior performance in relation to the methanolic extracts, was the one
obtained by maceration at 30°C for 72 h. All the extracts were individually
incorporated into a moisturizing cream and did not present sunscreen activities. Only
the methanolic extract cream at 1.0 % (w/w) showed measurable antioxidant activity
by the DPPH test. The possible presence of vitexin, isovitexin and 2”’-O-B-D-
glucopyranosyl-vitexin were estabilished by mass spectrometry (ESI(-)-MS/MS) and
confirmed by high performance liquid chromatography coupled with a diode array
detector (HPLC-DAD). Isovitexin was quantified in the most active extracts by HPLC-
DAD, revealing (2.28 + 0.06) and (0.18 + 0.01) mg g™ of isovitexin in the methanolic
and glycolic extracts, respectively, and showing the lower extraction power of
propylene glycol. The quantification method was validated according to ICH (2005).
The flavonoids found in this work are identified for the first time in Passiflora coccinea.

Key words: Passiflora coccinea, flavonoids, antioxidant, photoprotection, isovitexin
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INTRODUGCAO GERAL

O género Passiflora compreende aproximadamente 500 espécies, as quais se
distribuem principalmente pelas regides temperadas e tropicais das Américas .
Algumas espécies de Passiflora, tais como P. edulis, P. alata e P. incarnata, sao
popularmente utilizadas principalmente como sedativas e ansioliticas ¥, sendo que
essas duas Uultimas espécies sdo drogas vegetais oficiais das Farmacopéias

Brasileira e Européia, respectivamente .

De fato, a maior parte dos dados descritos na literatura sobre Passiflora foca nos
compostos presentes em suas folhas, devido aos seus efeitos sobre o sistema
nervoso central '], porém outro potencial apresentado pelas espécies desse género é
a atividade antioxidante. Estudos fitoquimicos indicam que os flavondides sdo a
maior parte dos constituintes desse género ¥ e esta classe de compostos
polifendlicos pode apresentar atividade antioxidante por diferentes mecanismos,
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, sequestradores de oxigénio
singlete e quelantes de metais ®. A estrutura basica dos flavonéides é o nicleo
flavan, constituido de quinze atomos de carbono dispostos em trés anéis (Figura 1).
A diversidade estrutural dos flavonoides emana dos diferentes padrdes e graus de
hidroxilagcdo, metoxilagdo, prenilagcdo ou glicosilacdo do nucleo flavan, dividindo os
flavondides em diferentes subclasses como as flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavonais, flavanondis, flavan-3-6is, antocianinas e anticianidinas ® %. Em Passiflora,
as flavonas C-glicosiladas derivadas de apigenina e luteolina, tais como a vitexina, a
orientina, o schaftosideo e outros, sdo a principal subclasse de flavondides
encontrada ¥, As atividades antioxidantes in vitro do extrato de algumas espécies,
tais como o aquoso @ e hidroalcodlico a 40% ! das folhas de P. edulis, o
hidroalcodlico a 40% © das folhas de P. alata e o hidroalcodlico a 70% "% de P.
incarnata ja foram descritas.



Figura 1: O nucleo flavan !

A atividade antioxidante dos flavondides pode ser explorada na prevengdo de
varias patologias associadas ao estresse oxidativo, como as desordens
neurodegenerativas e cardiovasculares ?. Qutra condicdo ligada ao estresse
oxidativo é o envelhecimento cutdaneo. A pele, além de sofrer as alteragbes
cronolégicas  caracteristicas do  envelhecimento intrinseco  (determinado
geneticamente), esta exposta a uma variedade de espécies nocivas, tais como a
radiacao ultravioleta (UV) solar. Os raios UV causam eritema (vemelhidao, que é
uma resposta inflamatéria decorrente da exposicao a essa radiacdo), dano ao DNA e
cancer de pele. Os processos desencadeados pela exposicédo a radiagdo UV causam
o envelhecimento denominado extrinseco, que pode ser entendido como um

actimulo de mudancas oxidativas na estrutura da pele ['"2,

A prevencao ao envelhecimento extrinseco pode ser feita através da fotoprotecéo,
que pode ser atingida por meio de formulagcdes contendo filtros solares organicos, o0s
quais absorvem a radiacdo UV e devolvem a energia absorvida ao ambiente sob a
forma de calor, ou inorganicos, que tanto podem absorver quanto refletir a radiagéo.
Entretanto, os antioxidantes devem ser considerados como agentes fotoprotetores
indiretos devido ao fato de a radiagcdo UV promover a formacgao de radicais livres na
pele ['®l. Apesar de possuir mecanismos de defesa para a protecdo contra essas
espécies reativas, a pele exposta cronicamente a radiacao UV tem sua capacidade
de defesa ultrapassada, o que culmina em danos e deplecdo das substancias
antioxidantes naturais. E neste contexto que formulagdes contendo uma combinacgao
de antioxidantes podem melhorar o mecanismo de defesa da pele contra os

prejuizos causados pelos radicais livres ['2.



Atualmente, varios extratos vegetais sdo explorados em formulagdes por suas
propriedades antioxidantes. O extrato de cha verde (Cammelia sinensis (L.) Kuntze),
por exemplo, € um dos antioxidantes de origem vegetal mais estudados
cientificamente e € um efetivo sequestrador de radicais livres, parecendo ser
benéfica a sua aplicacdo quando administrado por via oral ou tépica ['4. Fatos como
esses despertam o interesse pela busca por novos produtos naturais antioxidantes
com potencial para uso em formulagées de prevengdo aos danos causados por acao
de espécies reativas sobre a pele. No caso do presente trabalho, tomou-se por base
um estudo prévio com cinco diferentes espécies do género Passiflora, que revelou
uma potencial atividade antioxidante in vitro do extrato metandlico das folhas de P.
coccinea (Aubl) ™
Sul 1'el,

, uma espécie de Passiflora encontrada no norte da América do

Para o aproveitamento e andlise das substancias antioxidantes de origem vegetal,
faz-se necessaria uma etapa de extracdo. O processo de extracdo € o principal
passo para a recuperagdo e o isolamento de compostos bioativos de materiais
vegetais previamente as analises quimicas. Apés a secagem, moagem e
homogeneizacdo, os materiais vegetais podem ser submetidos a extracao sélido-
liquido, seja por técnicas classicas como a maceragao, a percolacao e a extracao por
Soxhlet, ou por técnicas mais modernas de extracdo, como as assistidas por micro-
ondas ou ultrassom .. Os alcoéis, principalmente o metanol e o etanol, sdo os
solventes mais empregados na extracdo de compostos polifendlicos de diferentes
plantas, mas uma variedade de solventes, tais como acetona e acetato de etila, ja foi
utilizada com esse mesmo objetivo %, No entanto, para uso em formulacdes
fitocosméticas, os extratos glicolicos, que sdo preparados a partir do propilenoglicol
ou da glicerina, sdo os mais comumente veiculados '”! e nao foram encontrados
relatos do estudo das atividades antioxidantes de extratos glicélicos até o presente
momento.

Para a determinacao e quantificacao de substancias polifenélicas em extratos de
Passiflora, diferentes técnicas de separacdo vém sendo empregadas como a

eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis), com detector de



ultravioleta-visivel (CE-UV/Vis) !"® ou por arranjo de diodos (CE-DAD) ['® 2% e, com
maior frequéncia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography), com detectores de ultravioleta-visivel (HPLC-
UV/Vis) 1'% 21 por arranjo de diodos (HPLC-DAD) ™ ou por espectrometria de
massas (HPLC-MS) 22 O uso do detector por fluorescéncia também ja foi descrito

para a andlise do extrato de folhas de P. incarnata #*

. Até entdo, a presenga do
glicosideo passicoccina ¥ é o Unico relato sobre a composicdo quimica de P.
coccinea e, sabendo-se da atividade antioxidante potencial dos extratos foliares
deste género, o presente trabalho buscou, principalmente, a identificacdo e
quantificacdo de flavonoides de seus extratos glicélico e metandlico pelas técnicas
de espectrometria de massas com ionizagao por eletronebulizacao (ESI-(-)-MS/MS) e
HPLC-DAD, além da avaliagcdo das atividades antioxidante e fotoprotetora in vitro dos
extratos produzidos tanto por um método classico (maceracdo) quanto por uma

técnica recente de extracao (ultrassom).

Este trabalho esta dividido em 5 capitulos, em que o capitulo 1 mostra o estado da
arte em protecédo solar, onde os antioxidantes se enquadram, e o que ha de mais
recente sobre as espécies do género Passiflora focando o conceito de fotoprotecao,
também evidenciando o que vem sendo feito para a extragdo e andlise de
flavonoides, avaliacao da atividade antioxidante e fotoprotetora in vitro.

No capitulo 2, descrevem-se, com maior detalhamento, os objetivos do presente
trabalho, enquanto que o capitulo 3 mostra os resultados da avaliacéo das atividades
antioxidante e fotoprotetora in vitro dos extratos de P. coccinea.

O capitulo 4 trata da avaliacdo da composicao quimica dos extratos no que diz
respeito aos flavonoides e, fechando o trabalho, o capitulo 5 conclui e da as

consideracdes finais sobre os resultados obtidos.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A pele e o estresse oxidativo

A pele, por ser o0 6rgédo mais externo do corpo humano, é a principal candidata ao
estresse oxidativo. Este érgdo funciona como uma protegéo fisica e bioquimica para
0os Orgaos internos, atuando também como uma interface biolégica com o meio
ambiente. Por este motivo, a pele esta exposta a uma variedade de espécies nocivas
que, em conjunto, formam um ambiente pro-oxidativo composto pela polui¢cdo do ar,
pela radiacdo, por bactérias patogénicas, viroses, substancias quimicas e toxinas.
Dentre esses fatores exdgenos potencialmente prejudiciais, acredita-se que o maior

mediador de danos seja a radiago ultravioleta (UV) #>2627]

A radiacado UV (200-400 nm) corresponde a 5% do total de todo o espectro emitido
pelo sol. Tradicionalmente, divide-se a faixa que compreende os comprimentos de
onda correspondentes ao UV em UVC (200-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA
(320-400 nm). A radiacdao UVC nado chega a superficie terrestre, uma vez que é
amplamente absorvida pela camada de ozénio. Entretanto, as radiacbes UVB e UVA
atingem a Terra e podem ser absorvidas por diferentes croméforos da pele, como a
melanina, o DNA, o RNA, proteinas, lipideos, &cido trans-urocéanico e outros,
gerando uma variedade de efeitos adversos 23 29,

Os primeiros resultados da absorcao dos raios UV pelos croméforos da pele sao o
desencadeamento de diferentes reagdes fotoquimicas e a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). O DNA é a principal molécula a sofrer as lesbes
fotoquimicas, o que pode resultar em muta¢des malignas e o surgimento do cancer
de pele. J& as EROs podem danificar as estruturas celulares diretamente ou agir
como segundos mensageiros nas cascatas de sinalizagdo intracelular, as quais
podem induzir ou manter fenétipos celulares oncogénicos 2% 29,

A denominacao EROs designa os radicais livres formados por meio do oxigénio e
as espécies nao radicalares que participam ativamente das reag¢des de geracao dos

radicais. Os radicais livres sao atomos ou moléculas contendo um elétron



desemparelhado em um orbital externo. Por terem a tendéncia de ceder esse elétron
ou de captar um elétron de outra molécula para adquirirem configuracao eletrénica
estavel, sdo espécies extremamente reativas e de vida curta, reagindo préximos ou
no local onde sao gerados 1** %', Dentre as espécies radicalares do oxigénio citam-se
0 anion superoxido (O2") e os radicais hidroxila (‘OH), alcoxila (RO"), peroxila (ROO")
e Oxido nitrico (NO’). Quanto as espécies nao radicalares, tém-se o 0zénio (Os), 0
peroxido de hidrogénio (H»O,), o hidroperéxido e o &cido hipocloroso (ROOH e
HOCI), o anion peroxinitrilo (ONOO") e o oxigénio singlete ('0y) 1332 331,

A formacdo de radicais livres em organismos dependentes de oxigénio €
fisiolégica e, portanto, ocorre continuamente. Essas espécies sdo geradas em
processos controlados, tais como a cadeia respiratéria, que gera energia a partir da
reducédo do oxigénio molecular, e o sistema imune, em que macroéfagos e neutréfilos
as produzem para o ataque a patdgenos. Mas, por serem altamente instaveis e
inespecificos, os radicais livres podem reagir com os mais diversos constituintes
celulares do proprio organismo (proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos)
causando dano estrutural e/ou funcional em nivel celular. Apesar desse fato, em
condi¢gbes normais do metabolismo, danos causados ao préprio corpo pela geracao
enddégena de radicais sdo minimos, pois sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos

atuam neutralizando suas ac¢des nocivas !

Na pele, enzimas antioxidantes como a catalase, presentes em peroxissomos, e
as glutationas redutase e peroxidase, citoplasmaticas, sdo responsaveis por
destruirem o peroxido de hidrogénio (H202). A enzima superéxido dismutase (SOD),
existente nas formas intra e extracelular, também é igualmente importante no
processo de inativagao de radicais livres por gerar HoO, a partir do anion superoxido.
A atividade enzimatica é maior na epiderme, especialmente a da catalase. J4 o
sistema nao enzimatico forma uma rede em que os agentes antioxidantes presentes
na fase aquosa (glutationa e acido ascorbico) interagem com os componentes de
fase lipossoluvel (tocoferol e ubiquinol), buscando impedir a peroxidacao lipidica e,
com isso, a alteragcédo da fluidez das membranas celulares. A concentragdo desses

antioxidantes também é maior na epiderme 1% 3234



Apesar de a pele apresentar um sistema antioxidante para a protegcao contra os
efeitos danosos das EROs, as situacdes de estresse oxidativo podem transpor a
capacidade enzimatica e depletar os antioxidantes naturais. Os efeitos da agéo
exacerbada dos radicais livres sobre a pele incluem, além da carcinogénese, o
envelhecimento extrinseco, caracterizado pela producédo de elastina distréfica e de
colageno aberrante em decorréncia a exposicao crénica a radiacdao UV, o que
culmina em espessamento da epiderme, rugas, aspereza, imunossupressao e

r 185 3637 E neste contexto em que a fotoprotecdo se torna

pigmentagéo irregula
importante, servindo como um suporte aos mecanismos naturais de protecado contra

0 excesso das EROs.

1.2 Fotoprotecao

A fotoprotegcédo pode ser atingida por meio de vestimentas, acessoérios e pelo uso
de protetores solares, que sao a principal abordagem contra os efeitos da radiacao
UV. Protetores solares sdo preparagdes cosméticas que podem ser encontradas sob
a forma de locbes hidroalcodlicas, éleos, géis oleosos, emulsdes béleo em agua,
emulsdes agua em Oleo, bastdes, aerossoOis e outras. Esses cosméticos atuam
protegendo a pele diretamente contra os maleficios causados pelos raios UV por
conterem, primordialmene, moléculas capazes de absorver, refletir ou dispersar a
radiacdo. O comércio das primeiras formulacbes data de 1928 e essas continham
cinamato de benzila e salicilato de benzila em suas composicdes 26371,

Nos dias atuais, existem 14 ingredientes ativos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration) para uso, comparados com 25 aprovados na Australia e 23 na
Unido Européia. Esses compostos podem ser divididos em filtros inorgénicos e
organicos, sendo que cada um deles recebe varios nomes, incluindo as marcas e a
nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos (INCI, do inglés International

Nomenclature of Cosmetic Ingredients) 1.

Os filtros inorganicos agem refletindo ou dispersando a radiacao incidida por meio
de uma barreira opaca, formada por um filme de particulas sobre a pele. Nos dias de

8



hoje, o diéxido de titanio (TiO2) e o éxido de zinco (ZnO) séo os filtros inorganicos
mais utilizados, sendo o primeiro um eficiente protetor contra a radiacdo UVB e, o
segundo, um melhor protetor contra UVA. Apesar da seguranga do uso desses filtros,
inclusive sendo preferiveis em se tratando de criangas e individuos alérgicos aos
filtros solares organicos, alguns dos seus inconvenientes sdo a coloragdo opaca
esbranquicada residual sobre a pele apdés a aplicacdo, o favorecimento do
surgimento de cravos (comedogénese) e a transferéncia do produto para as
vestimentas. O aprimoramento dos filtros solares inorganicos vem ocorrendo desde o
inicio dos anos 90 com a micronizacdo dos pés, ja havendo, inclusive, nano-
particulas de TiO, e ZnO disponiveis para uso nos dias atuais. Em consequéncia da
diminuicdo do tamanho das particulas, esses filtros passaram a ser mais aceitos
esteticamente por apresentarem menor efeito esbranquigcado, além de terem
desempenho superior em fotoprotecdo com relacdo as particulas maiores. Em
contrapartida, microparticulas tendem a se agregarem, levando a reducao da eficacia
fotoprotetora. Para prevenir o problema, a estratégia adotada € o recobrimento das
particulas com dimeticone ou silica, também sendo relatado o encapsulamento com
cera de carnauba. Neste ultimo caso, a presenca de cinamatos na composicao

quimica da cera aumenta tanto a protecao solar na regidao do UVB quanto na do UVA
[36, 37, 38]

Diferentemente dos inorganicos, os filtros solares organicos atuam absorvendo a
radiacdo UV por meio de suas estruturas aromaticas ou conjugadas, devolvendo a
energia absorvida sob a forma de calor ao ambiente. Existem trés categorias em que
esses protetores se enquadram, sendo elas: filtros UVB, filtros UVA e filtros de amplo
espectro.

Os cinamatos e os salicilatos fazem parte da categoria dos filtros UVB. Os
cinamatos (Figura 2A) sdo os mais frequentemente usados em formulagdes por
raramente irritarem a pele. Entretanto, sdo pouco resistentes a agua, necessitando
de varias reaplicacdes. Além disso, essas moléculas se degradam com a exposicao
solar ao longo do tempo, sendo a encapsulacado a estratégia adotada para ampliar
suas fotoestabilidades. Os salicilatos (Figura 2B) também sdo seguros e podem



ajudar a solubilizar outros filtros da formulagao, inclusive ajudando a evitar a

fotodegradacéo de outros ingredientes fotoprotetores 2336371,

O octocrileno (Figura 2C) também é tido como um filtro UVB, apesar de absorver
fracamente nessa regido do espectro. E um filtro caro e de dificil incorporagdo em

formulacdes, mas pode colaborar com a fotoestabilidade do produto ¢!,

N
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Figura 2: Exemplos de filtros UVB. A) Octil metoxicinamato. B) Octil salicilato. C) Octocrileno

A avobenzona, uma oxibenzona (Figura 3), € um potente filtro UVA. Contudo, sua
molécula é extremamente foto labil: mais da metade de sua capacidade fotoprotetora
é perdida apés 1 h de exposicdo solar. Além disso, a avobenzona afeta a
estabilidade de outros filtros da formulagcao e, com isso, esforcos vém sendo feitos
para o desenvolvimento de formulagdes que a estabilizem. Uma alternativa para a

solugao do problema é a sua combinagdo com o octocrileno (Figura 2C) 139,

0O o0
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Figura 3: Estrutura da avobenzona

Na classe dos filtros de amplo espectro, capazes de absorver nas regides do UVB
e do UVA, podem-se citar outras benzofenonas, o acido tereftalidénico dicanfora
sulfénico e o drometrizol trissiloxano. Dentre as benzofenonas, a mais utilizada como
filtro de amplo espectro é a oxibenzona (Figura 4). No entanto, essa molécula é a

que gera a mais alta incidéncia de dermatites fotoalérgicas de contato [°.
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Figura 4: Estrutura da oxibenzona

O acido tereftalidénico dicanfora sulfénico (Figura 5A) é um filtro solar fotoestavel
que absorve entre 290 e 390 nm, com pico maximo de absorcdo em 345 nm.
Estudos in vivo revelaram sua proteg¢ao contra o desenvolvimento de fotodermatoses
e fotoenvelhecimento. Esse filtro € frequentemente associado a avobenzona e a
filtros UVB para a formulagdo de protetores solares de amplo espectro 3 37,
Também pode ser formulado em associagdo com o drometrizol trissiloxano (Figura

5B), que também absorve nas duas regides do espectro UV 128,

Figura 5: Filtros solares de amplo espectro. A) Acido tereftalidénico dicanfora sulfénico. B)
Drometrizol trissiloxanico

Outros dois filtros de amplo espectro disponiveis atualmente e que merecem
destaque s@o os de nome comercial Tinosorb M (INCI: methylene bis-benzotriazolyl
tetramethylbutylphenol) e Tinosorb S (INCI: bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl
triazine) (Figura 6). O Tinosorb M é composto de particulas organicas microfinas do
filtro, dispersaveis na fase aquosa das emulsbes dos protetores solares. Ja o
Tinosorb S é um filtro de alta massa molar, que tem a vantagem de nao penetrar na
pele e cujo mecanismo de agdo € duplo, ocorrendo tanto a absorcdo quanto a
reflexdo da radiagdo UV. O Tinosorb S, ainda, confere fotoestabilidade aos filtros

solares contendo avobenzona 2!,
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Figura 6: A) Tinosorb M. B) Tinosorb S

O desenvolvimento de filtros solares orgénicos estd caminhando para a
incorporagdo das particulas em carreadores como silica, ciclodextrinas, polimeros e
lipideos. Os filtros encapsulados apresentam maior fotoestabilidade e menor

potencial alergénico, além de menor permeacéo cutanea 71,

A parte do emprego de filtros organicos e inorganicos em formulacdes cosméticas,
uma terceira abordagem em fotoprotecao vem sendo empregada atualmente. Trata-
se de uma protecao indireta por meio do uso de substancias antioxidantes, em uma
tentativa de reestabelecer os reservatorios naturais da pele e de combater as EROs
geradas durante a exposicdo solar *®. Um antioxidante pode agir tanto inibindo o
processo de ativacao da formacéo dos radicais livres quanto sequestrando-os, sendo
a utilizagdo de antioxidantes considerada como uma das alternativas terapéuticas e
profildticas na reducéo dos danos causados pela exposicdo aos raios UV 2°2¢1 Os
antioxidantes classicamente veiculados em protetores solares incluem as vitaminas
C e E, cujos efeitos contra UVB e UVA ja sdo bem caracterizados #%,

A vitamina C (acido ascorbico), um antioxidante fisiolégico hidrossolivel
participante do sistema nao enzimatico, € capaz de reduzir o radical hidroperdxido
nos compartimentos aquosos da pele e de regenerar a vitamina E foto-oxidada,
sendo um composto importante no contrabalanco ao estresse oxidativo cutaneo.
Esta vitamina ndo é sintetizada pelo corpo humano, sendo necessaria a sua
reposicao seja topica, seja pela alimentacao. Outras fungdes benéficas da vitamina C
sobre a pele sdo a reducdo da formacao de manchas pela inibicdo da enzima
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tirosinase, uma das principais enzimas na via de sintese da melanina, a manutencao
da hidratagdo cutédnea e a crucial participacdo na sintese do colageno, que é a
principal proteina de sustentagdo da pele. O acido ascérbico tdpico apresenta a¢oes
fotoprotetoras, incluindo a redugéo do eritema e da imunossupressao. Contudo, para
veiculacao topica, o acido deve ser incluido em uma formulagdo em pH menor que
3,5, de forma que o ativo esteja em sua forma nado ionizada para penetrar a pele.
Como alternativa a esse desafio, formuladores vém utilizando substitutos
esterificados da vitamina C como o ascorbil-6-palmitato, apesar de sua atividade

antioxidante in vivo ser inferior a apresentada pela vitamina C em sua forma original
[35, 39]

B
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Figura 7: A) Acido ascérbico. B) Ascorbil palmitato

A vitamina E, outro componente do sistema ndo enzimatico de defesa, também é
obtida pela dieta. Apesar de existente sob a forma de quatro isébmeros (Figura 8), os
humanos possuem uma proteina especifica de transferéncia de alfa-tocoferol para as
lipoproteinas, sendo essa forma a mais utilizada pelas células. Na pele, essa
vitamina se difunde até o extrato mais externo da pele pelo sebo. Por ser
lipossoluvel, sua principal fungdo € a de proteger as membranas celulares do
estresse oxidativo. Pela mesma razdo, sua absor¢do cuténea € facilitada, podendo
ser administrada topicamente: estudos em animais documentam efeitos protetores
da vitamina E tépica, tanto sozinha quanto combinada com vitamina C, quando
atuam em sinergismo. Por via oral, a mesma combinacao € capaz de proteger contra

o eritema induzido por UV em humanos [32 3% 491,
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Figura 8: As 8 formas da vitamina E

Outra maneira de se aumentar a capacidade antioxidante da pele é a
administragdo de selénio e zinco. O selénio € um co-fator das enzimas glutationa
peroxidase e tireodoxina redutase: quando aplicado por via topica sob a forma de
L-seleniometionina, também €& capaz de proteger do eritema da mesma forma que
a combinacao das vitaminas C e E. Ja o zinco influencia a conformagéo, estabilidade

e atividade de diversas moléculas bioldgicas 2 3 411,

7

A glutationa é outra substancia ativa encontrada em cosméticos. Por ser um
tripeptideo com carga, é de dificil absorgao cutdnea, devendo ser veiculada sob a
forma de ésteres (metilico, etilico ou isopropilico). O &cido alfa lipbico também é
encontrado em formulagdes cosméticas por ser um composto altamente antioxidante,
potencializando o efeito de outros agentes como a vitamina C, e por auxiliar na
eliminacao de residuos toxicos celulares. Por ultimo, a coenzima Q10 (ubiquinona),
de carater lipofilico, transfere prétons através da membrana mitocondrial

neutralizando EROs e evitando danos biomoleculares B9
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A vantagem da administracdo tépica de quaisquer dessas substancias € a
possibilidade de aumentar a concentragéo no sitio de acdo de maneira a se ter uma
dose que efetivamente aja na pele, uma vez que, através da dieta, a disponibilidade
desses antioxidantes para o tecido cutdneo é reduzida. Quando se faz a aplicagao
local de vitamina C, por exemplo, seus niveis na pele aumentam entre 20 e 40 vezes.
De maneira semelhante, 0 aumento da concentragao na pele por veiculagcao de
vitamina E topica é de cerca de 10,6 vezes, enquanto que o selénio aumenta cerca

de 1,7 vezes quando administrado topicamente .

1.3 Os flavonoides e a fotoprotecao

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios vegetais que ocorrem amplamente no
reino vegetal. A estrutura basica dos flavonoides € o nucleo flavan (Figura 9A),
constituido de quinze atomos de carbono dispostos em trés anéis. A diversidade
estrutural dos flavonoides emana dos diferentes padrdes e graus de hidroxilacao,
metoxilacado, prenilagéo ou glicosilacdo do nucleo flavan, dividindo os flavonoides em
diferentes subclasses como as flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis,

B9 Nos vegetais, a

flavanonodis, flavan-3-6is, antocianinas e anticianidinas
glicosilacdo dos flavonoides (Figura 9B) aumenta a solubilidade em agua, o que

permite a estocagem nos vacuolos celulares, sendo a glicose o agucar mais

comumente ligado. Entretanto, esses compostos podem ser encontrados também
[42]

sob a forma de aglicona (Figura 9C)

Figura 9: A) O nucleo flavan. B) Rutina: um flavonoide glicosilado. C) Quercetina: um
flavonoide aglicona
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A funcao dessas substancias nas plantas varia desde a protecao contra as acées
deletérias dos raios UV e patégenos como virus, fungos, insetos e bactérias a
atracdo de polinizadores, passando pela contribuicdo com a pigmentacao e pelo
controle de horménios vegetais e de enzimas. A abundancia relativa dos flavonoides
no reino vegetal, a especificidade em algumas espécies e a relativa estabilidade e

facilidade de identificacdo, fazem desse grupo um marcador quimiotaxondmico 42,

No entanto, o que chama a atencgéo para os flavonoides sdo as suas aplicacoes
tanto industriais, podendo ser utilizados como corantes naturais, conservantes em
alimentos e na producao de tintas e cosméticos, quanto na saude humana, em que
desempenham um importante papel protetor contra a aterosclerose, disfuncdes
cerebrais e o cancer ®. Uma parte dessas utilizacbes se deve a atividade
antioxidante desses compostos. Os flavonoides sdo antioxidantes importantes por
atuarem como agentes redutores, doadores de hidrogénio, neutralizadores do
oxigénio singlete e quelando metais que possam iniciar ou propagar as reacées em
cadeia. Contudo, o mecanismo de acao antioxidante mais estudado dos flavondides
€ o de captacao de radicais livres, propriedade que depende da estrutura quimica da
molécula em relagédo a capacidade doadora de elétrons e a estabilizagdo do radical
formado através da deslocalizagdo do elétron desemparelhado &3,

Varios extratos vegetais ricos em flavonoides neutralizam os efeitos dos radicais
livres sobre acidos graxos e proteinas quando aplicados em animais ou sobre cultura
de células. O extrato de Camellia sinensis (cha verde ou preto) € um classico
antioxidante por ser rico nos flavondides epigalocatequina, epigalocatequina-3-
galato, epigalocatequina galato e galocatequina, contendo também quercetina,
kaempferol e miricetina. Ja foi demonstrado que a administracdo desse extrato por
via oral em ratos expostos a radiagcdo UV reduz os danos oxidativos e a indugédo das
metaloproteases ¥ e que a (-)-epigalocatequina galato reduz a taxa de formacao de
tumores cutaneos malignos induzidos por raios UVB quando aplicado topicamente
3] A administracdo oral de bebida a base de cha verde em humanos também é
capaz de desempenhar um papel fotoprotetor, além de auxiliar na manutencéao da

estrutura e funcdo da pele . Efeito protetor semelhante ocorre com a aplicagdo
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tépica dos extratos *°. Relata-se que a atividade antioxidante dos polifenéis de cha
verde é maior que a das vitaminas C e E; ademais, pode trabalhar em conjunto com

a vitamina E, regenerando-a apés uma reagdo com radicais livres 2,

Além das propriedades das catequinas do cha-verde, os beneficios de outros
flavonoides j4 puderam ser avaliados em formulagbes topicas, alguns sendo
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Beneficios dos flavonoides em formulagées topicas 2> %!

Flavonoide Fonte (exemplo) Onde age

Genisteina Soja Eritema, fotoenvelhecimento,
imunossupressao,
fotocarcinogénese.

Equol (metabdlito da daidzeina) Red clover ( Trifolium pratense)  Idem genisteina

Apigenina Camomila Fotocarcinogénese
Daidzeina Soja Eritema
Silimarina/Silibinina Silybum marianum Imunossupressao e

fotocarcinogénese

Também em decorréncia da atividade antioxidante de seus constituintes, em geral
polifendlicos, alguns extratos vegetais padronizados sdo empregados em
formulacdes topicas com atividade fotoprotetora. A Tabela 2 resume as propriedades
desses extiratos.
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Tabela 2: Extratos com atividade antioxidante empregados em formulacoes topicas

Extrato Fontes Acéo

Resveratrol Casca de uva, vinho tinto, Inibidor de inflamacao e de
amendoim H,0, °!

Polifenéis do cha verde Camelia sinensis Reduz niveis de peroxidos

lipidicos induzidos por UVB e
previne os danos causados por

UVA [
Acidos cafeico e fertlico Oliva Atua no eritema "®
Pomegranate Punica granatum (roma) Combate os efeitos

inflamatérios causados por UVB
e contra os danos causadospor
UVA [

Pycnogenol Pinus pinaster Propriedades antioxidantes,
anti-inflamatoérias e
anticarcinogénicas

Polypodium leucotomos extract Polipodium leucotomos Atua no eritema "

1.4 O género Passiflora

1.4.1 Caracteristicas e relevancia do género

Pertencente a familia Passifloraceae, o0 género Passiflora contém
aproximadamente 500 espécies, sendo a maioria delas encontradas nas regides
temperadas e tropicais das Américas Central e do Sul, estando presentes também na
América do Norte, no sudeste asiatico e na Australia. Algumas dessas espécies sao
amplamente cultivadas para o aproveitamento de seus frutos, enquanto muitas

outras tém carater ornamental por suas flores exdticas (Figura 10) €1,

W A
-

Figura 10: Flores de Passiflora sp. A) P. alata B) P.edulis
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Economicamente, as espécies Passiflora alata Dryander (maracuja doce) e
Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo) sdo as mais exploradas. Enquanto P.
alata destina-se ao consumo in natura, P. edulis esta associada a agroindustria de
sucos de frutas, representando 95% dos pomares brasileiros de maracuja 4" * 49, O
Brasil, inclusive, é considerado o maior produtor de frutas de P. edulis do mundo e
essa producdo vém crescendo anualmente ®%. Os frutos de outras espécies, no
entanto, também podem ser usados no preparo de sucos, como P. mollissima var.

tripartita, P. quadrangularis e P. ligularis .

Além do emprego alimenticio, varias espécies do género Passiflora sao
tradicionalmente usadas como sedativas ou no tratamento de diversas desordens do
sistema nervoso central, como a ansiedade e a insbénia. P. incarnata, por exemplo, é
conhecida ha muito tempo pela sua atividade sedativa e por outras propriedades
neurofarmacoldgicas. Por isso, essa espécie é parte oficial das Farmacopeias

[46, 50]

BritAnica e Europeia . A Farmacopeia Brasileira considera P. alata como

espécie oficial por essas mesmas acbes farmacoldgicas, enquanto que P. tripartita
var. mollissima é aceita como componente hipnoético e sedativo em preparacoes
fitofarmacéuticas na Colémbia. No mercado atual, encontram-se produtos
farmacéuticos fitoterapicos a base de Passiflora na forma de comprimidos, infusées

ou tinturas para uso como calmante natural 16482051,

Dentre outros usos populares envolvendo diferentes espécies de Passiflora,
podem-se elencar o diurético, ténico, auxiliar no tratamento da hipertensao e de
doencas de pele . Ademais, estudos revelam que as folhas de P. edulis apresentam
atividade anti-inflamatéria !, enquanto que P. incarnata exibe propriedades
hipocolesterolémicas, além de ser anti-aterogénica e cardioprotetora ['%. Pesquisas
também vém sendo conduzidas com os frutos, a casca e as sementes do maracuja,
sendo a atividade antioxidante a mais investigada para essas partes das plantas. Em
sucos, atribui-se a atividade antioxidante principalmente aos flavonoides presentes,
sendo estes os compostos majoritarios em diferentes partes de diferentes espécies,

como P. incarnata'®, P. edulis "), P. quadrangularis ® e P. alata .
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1.4.2 Flavonoides de Passiflora
1.4.2.1 Descricao dos flavonoides
Os extratos das folhas de P. alata, P. incarnata e P. edulis ja foram

extensivamente estudados, revelando a presenca de flavonoides da classe das

flavonas C-glicosiladas derivadas de apigenina e luteolina como, por exemplo, a

vitexina (Figura 11) [3:7:51.52.53]
A B OH
OH on
HO. O
| oS HO | ~ O
7~ -
o e OH O

Figura 11: A) Apigenina. B) Luteolina. C) Vitexina: um derivado C-glicosilado da apigenina

A Tabela 3 resume os flavonoides encontrados em algumas das espécies mais
conhecidas de Passiflora. Para informacdes sobre outras espécies, Kamaldeep et al.
(2004) " apresentaram uma revisdo sobre a composicdo quimica e outros aspectos
do género.
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Tabela 3: Flavonoides encontrados em Passiflora

Espécie Fitoconstituintes

Passiflora alata Vitexina, isovitexina ™ 5" vitexina-2-O-ramnosideo,

isoorientina, orientina ", 2"-xilosilvitexina "

Passiflora edulis var. flavicarpa Vicenina-2, Spinosina, isoorientina, orientina,
isovitexina [7’51], vitexina °'.

Passiflora incarnata Vitexina, isovitexina [1048] schaftosideo,
isoschaftosideo, swersitina “®, apigenina e derivados
glicosilados, luteolina e derivados glicosilados,
quercetina, kaempferol. [

Passiflora quadrangularis Isoorientina, orientina, isovitexina, vitexina **

Passiflora tripartita var. mollissima Vicenina-2, swersitina, isoorientina, orientina,
isovitexina, vitexina ©*°!

A grande maioria dos estudos publicados com relacdo a identificagdo e
quantificacdo dos flavonoides de Passiflora envolveram extratos de folhas e partes
aéreas das plantas. No entanto, as flavonas C-glicosiladas também podem ser
encontradas na polpa "}, no pericarpo ®', na casca e no suco ® dos frutos, sendo
esses relatos mais frequentes para P. edulis var. edulis e P. edulis var. flavicarpa.

1.4.2.2 Extracdo e analise dos flavonoides

O preparo de amostra é de fundamental importancia na realizagdo de andlises
confidveis. A investigacdo dos flavonoides de Passiflora segue todas as etapas de
processamento, extracao e analise de flavonoides em plantas em geral, devendo-se
inicialmente, submeter o material vegetal a secagem, moagem e homogeneizagéao.

Apds o devido processamento, faz-se a extragao dos flavondides .

A extracao € o principal passo para a recuperacao e, até mesmo, o isolamento de
compostos bioativos para a analise. A extracao sélido-liquido com solventes polares,
como metanol, etanol, acetona, éter dietilico e o0 acetato de etila € uma das formas
mais comuns de recuperacao dos flavonoides de um material vegetal, podendo-se
utilizar solventes menos polares, tais como o diclorometano, o cloroférmio, o hexano

e 0 benzeno para a remocao de ceras, 6leos, esteréis e a clorofila da matriz 89,
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Além da extracao sélido-liquido, outras formas classicas de extragdo vém sendo
empregadas na recuperacao de flavonoides a partir do material vegetal. A extracao
por Soxhlet € uma das frequentemente usadas no isolamento de flavonoides a partir
de um material sélido. Na maior parte dos casos, utiliza-se metanol ou acetonitrila em
agua como solvente de extragdo.O tempo para este procedimento pode chegar a até
12h B

Outras formas convencionais de extracdo com aquecimento ou fervura do solvente
extrator sdo empregadas com a mesma finalidade. No entanto, além do tempo de
extracdo, a desvantagem comum a essas técnicas € a perda de flavonoides por
ionizacao, hidrélise ou oxidacao. Por isso, novas técnicas de extragdo vém sendo
utilizadas, tais como a assistida por ultrassom, a assistida por micro-ondas e a por
fluido supercritico. Dentre esses métodos, a extracdo assistida por ultrassom é
considerada como a alternativa de maior simplicidade, menor custo e maior eficiéncia

aos métodos convencionais ©1.

Os flavonoides de Passiflora vém sendo extraidos por intermédio do ultrassom
com sucesso. No trabalho de Ferreres et al. (2007) &, conseguiu-se extrair varios
flavonoides derivados de apigenina e luteolina das folhas de P. edulis por meio da
sonicacao de 0,05 g de p6 vegetal com 1 mL de uma mistura metanol:agua 1:1 (v/v).
A composicao fendlica desse extrato foi semelhante & encontrada em uma infuséo
aquosa da mesma planta, segundo analise por HPLC-UV/Vis. Outro caso de sucesso
é descrito no trabalho de Wohimuth et al (2010) ¥ em que foram preparados
extratos hidroetanodlicos 70:30 (v/v) de P. incarnata por sonicacao (2 x 15 min). As
flavonas C-glicosiladas tipicas da espécie puderam ser encontradas nos extratos
hidroetandlicos por HPLC-UV/Vis e por HPLC-MS.

Apesar dos resultados obtidos com a extragdo assistida por ultrassom, os métodos
convencionais, como a infusdo Y, o refluxo ¥ e a percolacdo "% continuam sendo
usados com resultados positivos para a extracdo dos flavonoides de Passiflora. Os
solventes comumente empregados nesses processos sao 0s alcoois, como o etanol,
o metanol e as suas misturas com agua, ou a prépria agua, utilizada nos processos

de infusdo. No entanto, para o preparo de formulacdes fitocosméticas, os extratos
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glicolicos, que sao preparados a partir do propilenoglicol ou da glicerina,que também
sdo alcodis, sdo os comumente veiculados ') (Figura 12). Contudo, ndo existem,
até o presente momento, estudos na literatura sobre a composicdo quimica de
extratos glicélicos de Passiflora.

B

OH OH

A

Figura 12: A) Glicerina B) Propilenoglicol

Previamente a etapa de analise da composi¢cdao quimica, geralmente recorre-se a
processos de limpeza de amostra, dada a alta complexidade dos extratos vegetais. A
extracdo em fase sdélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) é um método
bastante empregado para a limpeza de amostra e concentragdo dos analitos por
conta da sua rapidez e eficiéncia de extragdo. O sorvente mais utilizado para a
extracao de flavonoides é o do tipo Cqg ligado a silica, obtendo-se altos valores de
recuperacao dos analitos em questdo. Alternativamente a SPE, as técnicas de
extracdo em cartuchos contendo polimeros de impressdo moleular, altamente
seletivos, de dispersdo da matriz em fase sélida, em que a matriz € homogeneizada
em uma fase sélida baseada em silica, onde ocorre a ruptura celular a extragdo e a
purificacdo em uma s6 etapa, e a cromatografia contra-corrente, que envolve a
particdo da amostra entre dois liquidos imisciveis entre si, também foram

empregados na extragdo de flavonoides em geral .

Quanto aos métodos de anadlise, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
€ a técnica de escolha para a separacao e a caracterizacao de compostos fendlicos.
A Tabela 4 lista uma breve revisdo de métodos em HPLC empregados recentemente
na analise de flavonoides de Passiflora.

23



Tabela 4: Condicoes de anadlise dos flavonoides das espécies mais utilizadas de Passiflora por

HPLC
Espécie = Método FE Eluicao Deteccao Ref.
P. alata HPLC-DAD Luna RP18 (4,6 X Isocratica: 340 nm 4
250 mm, 5 um) ACN:H20:HOAc 18:82:0,5
(V/viv)
HPLC-DAD Luna RP18 (4,6 X Isocratica: 340 nm 51
150 mm, 5 um) A: THF:isopropanol:ACN 10:2:3
(V/viv)
B: H3PO4 0,5%
12% deBem A
HPLC-MS/MS Luna RP18 (4,6 X Gradiente: ESI-MS/MS: 51
150 mm, 5 um) A: ACN:H20:4cido férmico modos positivo e
3:87:10 (v/v/v) negativo
B: ACN:H>0O:4cido férmico
40:50:10 (v/v/iv)
P. edulis HPLC-DAD Symmetry C18 (4,6 X  Gradiente: 330 nm 7
250 mm, 5 um) A: H20: &cido acético 99,8:0,2
(viv)
B: ACN: &cido acético 99,8:0,2
(v/v)
HPLC-MS/MS Symmetry C18 (4,6 X  Gradiente: ESI-MS/MS: 7
250 mm, 5 um) A: H20: &cido acético 99,8:0,2 modo negativo
(v/v)

B: ACN: acido acético 99,8:0,2
(viv)
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HPLC-DAD- Lichrospher RP18 Gradiente: DAD: 340nm 3

MS/MS (4,6 X250 mm, 5 um)  A:H20: &cido acético 99,8:0,2
(v/v) ESI-MS/MS:
B: MeOH modo negativo
P. HPLC-UV/Vis XTerra RP18 Gradiente: 360 e 275 nm 10
incarnata (3,9 X150 mm, 3,5 A: H2O:TFA 99,9:0,1 (v/v)
pum) B: ACN:TFA 99,9:0,1 (v/v)
HPLC-DAD Néo citada Gradiente: 340 e 240 nm 46
A: &cido fosférico 50 mM L™
B: ACN
HPLC-DAD- Nao citada Gradiente: APCI: modos 46
MS/MS A: H0 positivo e
B: ACN negativo
HPLC-DAD-FL Novapak C18 Gradiente: DAD: 245 nm 23
(4,0 X150 mm, 4 um)  A: H20- &cido acético FL: excitagao:
B: MeOH 254 nm
emissdo: 414 nm
P. HPLC-UV/vis Spherisorb ODS2 Isocratica: 340 nm 52
quadran- (4,6 X250 mm, 5 um)  H20:THF:iPrOH:ACN:4cido
gularis férmico
88:8:1,6:2,4:0,07
(ViVIVIVIV)
HPLC-MS/MS Luna RP18 (4,6 X Gradiente: ESI-MS/MS: 51
150 mm, 5 um) A: ACN:H20:4cido férmico modos positivo e
3:87:10 (v/iviv) negativo

B: ACN:H20:4cido férmico
40:50:10 (v/v/v)

P. tripartita  HPLC-MS/MS Luna RP18 (4,6 X Gradiente: ESI-MS/MS: 51
var 150 mm, 5 um) A: ACN:H20:acido férmico modos positivo e
mollissima 3:87:10 (viviv) negativo

B: ACN:H2O:4acido férmico
40:50:10 (v/v/v)

THF: tetrahidrofurano, ACN: acetonitrila, TFA: acido frifluoracético, MeOH: metanol, iPrOH: isopropano
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Percebe-se que, praticamente em todos os casos, utiliza-se uma coluna com fase
estacionaria particulada do tipo Cis ligada a silica e fases moveis constituidas de
agua acidificada adicionada de acetonitrila ou metanol como modificadores
organicos. Quanto aos detectores, os de ultravioleta-visivel (UV/Vis), por arranjo de
diodos (DAD) e por espectrometria de massas em tandem (MS/MS), com diferentes
fontes de ionizacdo e analisadores, sdo os mais empregados nas analises dos
flavonoides de Passiflora.

Recentemente, no entanto, Pietrogrande et al.(2010) ** analisaram os flavonoides
da tintura de P. incarnata em HPLC-DAD com o uso de colunas monoliticas do tipo
C1s, comparando a eficiéncia da separacao com os dados obtidos por cromatografia
liguida de ultra eficiéncia (UHPLC, do inglés Ulira High Performance Liquid
Chromatography), em que foi empregada uma coluna Acquity® BEH Cis e a
deteccao foi realizada também por DAD. O desempenho da separacao do sistema
UHPLC com a coluna Acquity®, segundo os autores, foi comparavel ao uso de duas
colunas monoliticas (Cromolith® RP18e) em série em HPLC.

A parte da cromatografia liquida, existem outras técnicas de analise de flavonoides
em Passiflora descritos na literatura, tais como a espectrofotometria no ultravioleta e
a eletroforese capilar (CE), também acoplada a diversos tipos de detectores. A
determinacdo espectrofotométrica de flavonoides € o meétodo oficial das
farmacopeias Francesa, Europeia e Brasileira, na qual geralmente se emprega o
AICI; para a formagdo de complexos Al**-flavonoides em metanol, reduzindo-se as
interferéncias de outros possiveis compostos presentes na matriz. O menor custo e a
simplicidade operacional tornam os métodos espectrofotométricos importantes para o

trabalho de rotina na quantificagdo de flavonoides totais © °%.

O estudo de Passiflora por eletroforese capilar ainda é bastante limitado. Voirin et
al. (2000) % realizaram a separacdo e a andlise qualitativa de treze flavonas C-
glicosiladas e uma flavona O-glicosilada de P. incarnata por eletroforese capilar em
zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis), destacando que a diferenca de
mobilidade eletroforética entre os analitos avaliados depende, por exemplo, do tipo e

da posicao dos acucares ligados ao nucleo da flavona, sendo que a ordem de
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migracao pode ser alterada em fungéo do pH do eletrdlito de corrida. Além disso, 18
diferentes amostras de P. incarnata foram qualitativamente estudadas pelo método

desenvolvido, revelando grande variedade de composig¢édo entre elas.

Em 2003, Marchat et al. desenvolveram um método de CZE para a determinacao
de 13 flavonas C-glicosiladas de P. incarnata, sendo possivel a quantificacdo de 4
desses flavonoides devido a resolucdo adequada entre os compostos. Também foi
possivel a quantificacdo de flavonoides totais pelo mesmo método, em concordancia
com os resultados obtidos pela determinacao espectrofotométrica nas mesmas

amostras "9,

1.4.2.3 Atividade antioxidante e fotoprotetora de Passiflora

De acordo com Huang et al. (2005) P¥ e Miguel (20010) ¥ a atividade
antioxidante de diferentes extratos vegetais, 6leos essenciais e compostos puros
pode ser avaliada por diferentes ensaios in vitro, que podem ser agrupados em duas

categorias:

1. Os que avaliam a peroxidacdo lipidica, em que a oxidagdo de substratos
lipidicos como o acido linoleico, ésteres metilicos de acidos graxos e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é investigada;

2. Os que avaliam a habilidade de sequestro de radicais livres (radical
scavenging), sendo esses testes divididos em dois grupos:

a. Reagbes baseadas na transferéncia do atomo de hidrogénio (HAT, do
inglés Hidrogen Atom Transfer), que, em sua maioria, S40 ensaios em
que antioxidante e substrato competem por radicais peroxila
termicamente gerados a partir da decomposicao de azo compostos.
Essas reacbes independem do pH e do solvente empregados no

ensaio.

b. Reacdes baseadas na transferéncia de elétrons (ET, do inglés Electron

Transfer), que, em geral, medem a capacidade de um antioxidante em
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reduzir um composto que muda de coloragdo quando reduzido. Como
essas reacgoes envolvem o potencial de desprotonacgao e ionizagao dos
compostos antioxidantes, esses métodos dependem do pH em que sao
realizados. Geralmente, o potencial decresce com o aumento do pH, o
que reflete em uma maior capacidade doadora de elétrons.

Existem outros tipos de ensaios que ndo se enquadram nessas categorias, como
€ 0 caso das reagdes com as espeécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, porém
todas as categorias tém por finalidade medir a capacidade de neutralizacdo de

radicais livres de um determinado substrato % %%,

Os ensaios de atividade antioxidante, em geral, sdo espectrofotométricos. No
entanto, existem outras possibilidades, como é o caso dos experimentos

voltamétricos realizados por Zielinska e Zielinski (2011) [°

, em que foram
determinadas as atividades antioxidantes de flavonas C-glicosiladas. Uma das
conclusbées do estudo foi a de que os resultados pelo método voltamétrico
empregado se correlacionou com os que foram obtidos pelos ensaios DPPH 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil, um radical livre comercial relativamente estavel e cujo ensaio
pode ser caracterizado como um HAT, e TEAC Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity, outro ensaio HAT. Contudo, ndo houve correlacdo entre o ensaio de
atividade antioxidante contra o anion radicalar superéxido, sugerindo que a variagao
de meio, substrato e oxidantes tém grande influéncia no comportamento dos
antioxidantes em estudo. De fato, Miguel (2010) *® também alerta para a possivel
nao concordancia entre os resultados de diferentes testes para uma mesma amostra
e, por isso, alguns autores recomendam a realizagcdo de mais de um tipo de teste

para um screening mais eficiente de amostras com capacidade antioxidante “% 41,

Com relacao a atividade antioxidante do género Passiflora, Masteikova et al.
(2008) " relatam que o extrato etanélico obtido por repercolagéo é mais ativo que o
extrato aquoso obtido por infusdo do p6 vegetal de P. incarnata. As atividades foram

triadas pelos métodos do DPPH e do TEAC, sendo que quanto maior a concentracao
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dos flavonoides vicenina, isovitexina e orientina, maior foi a eficiéncia em reduzir os

radicais livres nesses testes.

A atividade antioxidante da infusdo de P.edulis foi estudada em diferentes testes in
vitro por Ferreres et al. (2007)®!, mostrando que a espécie possui tanto atividade pré-
oxidante quanto antioxidante, sendo a ultima mais pronunciada que a primeira. A
atividade pré-oxidante é dependente da concentracao do extrato.

Também a respeito do género Passiflora, Rudinicki et al. (2007) ? realizaram tanto
testes in vitro quanto ex vivo dos extratos etandlicos a 40% das folhas de P. alata e
P. edulis, concluindo que a atividade antioxidante da primeira espécie é superior a da
segunda. Além disso, atribuiram a responsabilidade pela atividade antioxidante dos
extratos aos compostos fendlicos.

Devido as similaridades estruturais entre os compostos fendlicos e os filtros
solares organicos, a parte da atividade antioxidante, esses compostos tém potencial
para exercerem atividade fotoprotetora direta, dados seus perfis espectrofotométricos
de absorgdo. Velasco et al. (2008) P! avaliaram o comportamento do extrato seco de
P. incarnata a 7,0% (m/m) em uma formulagdo contendo os filtros organicos
ethylexylmethoxycinnamate a 2% (m/m), benzophenone-3 a 2,0% (m/m) e o filtro
inorganico TiO.. A associacao do extrato a formulacdo fez com que houvesse um
aumento na protecdo na regido do UVA, obtendo-se um protetor solar de amplo
espectro. Nao se encontram, contudo, outros trabalhos publicados nessa linha de
pesquisa que corroborem ou contradigam essa informacéo, sendo este um campo de
exploracdo em potencial.

1.4.2.4 Passiflora coccinea (Aubl.)

Apesar da vasta literatura encontrada a respeito de Passiflora, principalmente no
que compete a P. alata, P. edulis e P. incarnata, muito pouco se sabe sobre P.
coccinea (Aubl).
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Popularmente conhecida como maracuja-poranga ou maracuja tomé-acu,
P.coccinea pode ser encontrada nos paises do norte da América do Sul, como as
Guianas, o Peru, a Venezuela, a Bolivia e a Regido Amazdnica do Brasil. Seus frutos

sd0 apreciados principalmente na Guiana !¢ %8,

O unico constituinte quimico descrito para essa espécie até o presente momento é
o glicosideo cianogénico passicoccina ?Y e nao se encontram estudos relatando
possiveis atividades farmacologicas da planta. Um estudo prévio com o extrato
metandlico das folhas da espécie revelou uma atividade antioxidante superior em
relacdo aos extratos de P. alata, P. edulis, P. gibertii e P. foetida var hirsuta
preparados da mesma maneira e, por isso, o estudo de P. coccinea é um campo a
ser explorado "®. A Figura 13 mostra um exemplar de P.coccinea.

Figura 13: Passiflora coccinea (Aubl.)
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OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Diante da inexisténcia de dados relacionados aos flavonoides de P. coccinea e o
potencial antioxidante de seu extrato metandlico, mostrado em estudo prévio no
trabalho de Velasco et al. (2008) 7 da possivel atividade fotoprotetora em P.
incarnata e da inexisténcia de trabalhos investigando as propriedades dos extratos
glicolicos, os quais podem ser usados na fabricagdo de cosméticos, o objetivo desse
trabalho foi avaliar as atividades antioxidante e fotoprotetora in vitro dos extratos
metanodlico e glicdlico de P. coccinea, identificar os flavondides presentes e

quantificar a isovitexina nos extratos de maior atividade.

Os objetivos especificos a serem alcancados com a realizacao deste projeto

foram:

2.1 Otimizacdo do método de extragcdo (dentre maceracdo, maceracdo com
temperatura controlada e ultrassom) de P. coccinea por ambos o0s solventes
(propilenoglicol e metanol), através do monitoramento das atividades

antioxidante e fotoprotetora in vitro;

2.2 Avaliagao da atividade antioxidante in vitro dos extratos incorporados em uma

emulsao base;

2.3 Caracterizacao dos extratos por meio das técnicas de ESI-MS e ESI-MS/MS,
de modo a se detectarem os possiveis flavonoides presentes;

2.4 Otimizagdo de um método de extragcdo em fase soélida (SPE, do inglés Solid
Phase Extraction) dos extratos metandlico e glicdlico de maior atividade
antioxidante / fotoprotetora, preparando-os para a analise cromatografica;

2.5 Desenvolvimento e validagdo de um método por HPLC-DAD para a
identificacdo dos flavonoides e quantificacdo de isovitexina nos extratos

glicélico e metandlico de maior atividade.
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3.1 INTRODUCAO

Nessa primeira etapa do trabalho, a meta foi a avaliagédo do tipo de método de
extragdo que gerasse o0s extratos metandlico e glicdlico de maior atividade
antioxidante e fotoprotetora. Com isso, prepararam-se os extratos por meio de um
método convencional (maceragdo, a temperatura ambiente e a 30 °C) e de um
método mais recente de extracdo (ultrassom), realizando-se os ensaios de DPPH
(um ensaio HAT) e ORAC-FL (do inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity, um
ensaio ET) para a triagem da atividade antioxidante e a avaliacdo da capacidade
fotoprotetora direta in vitro por um método descrito em 1986, conforme detalhado a
seguir. Realizou-se uma comparacdo com um extrato glicélico comercial de cha

verde, dado o reconhecimento da atividade antioxidante desta planta pela literatura.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Coleta e preparo do material vegetal

A presente pesquisa foi realizada com o exemplar de P. coccinea (Aubl.) cultivado
no campo experimental do Instituto de Biologia da Unicamp. Sua exsicata esta
depositada no herbario do mesmo instituto, sob o registro UEC n°94134. Em
setembro de 2010, foram coletados 137,04 g de folhas deste exemplar no periodo da
manha. O material foi estabilizado por 10 minutos a 70 °C e seco a 60 °C em estufa
Fanem, modelo 515. Apds a secagem, procedeu-se a pulverizagdo das folhas em
moinho de bancada IKA®, modelo A11 basic, e 0 armazenamento em frasco de vidro
sob refrigeracédo e ao abrigo da luz.

3.2.2 Otimizacao da extracao

Para se obterem os extratos glicélico e metandlico de maior atividade antioxidante
e fotoprotetora, realizaram-se trés tipos de extragdo (ultrassom, maceragdao em
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temperatura ambiente e maceragao com temperatura controlada) para comparacao,

respeitando-se a proporcao 1:20 (m/v) entre o p6 vegetal e o solvente extrator.

3.2.2.1 Extracao por ultrassom

Para a extracdo por ultrassom, pesaram-se 2,00 g do pd vegetal em frascos de
fundo redondo com tampa de rosca (diametro de 4 cm e altura de 9 cm),
adicionando-se 40 mL do solvente extrator (propilenoglicol ou metanol). Procedeu-se
a extracado em banho de ultrassom UltraCleaner, modelo 1400, dimensdes internas
de 240 x 137 x 100 mm, na frequéncia de 40 kHz e com poténcia de 135 W por 30
minutos. Os extratos recolhidos foram centrifugados a 3000 rpm em centrifuga
Fanem Baby, modelo | 206BL, por tempo suficiente para a sedimentagdo do pé
vegetal. O sobrenadante do extrato glicélico foi recolhido e guardado sob
refrigeracdo em frasco de vidro. J& o sobrenadante do extrato metandlico teve seu
solvente evaporado a temperatura e pressao ambientes apdés o recolhimento,
separando-se apenas uma aliquota de 1 mL do extrato liquido para a caracterizacao
por espectrometria de massas. O extrato seco também foi armazenado sob
refrigeracdo em frascos de vidro e o procedimento de extragdo foi realizado em
triplicata para cada solvente.

3.2.2.2 Extracao por maceracao a temperatura ambiente

De forma semelhante a anterior, realizou-se a extracao de 2,00 g de p6 vegetal
com 40 mL do solvente (propilenoglicol ou metanol), em frascos idénticos aos da
extracao por ultrassom. Os pds foram macerados em temperatura ambiente por 72 h
e o recolhimento, processamento e armazenagem dos extratos ocorreram da mesma
forma que a descrita no item anterior. Este processo foi realizado em triplicata para

cada solvente.

35



3.2.2.3 Extracao por maceracao em temperatura controlada
(30 °C)

O procedimento para a maceragao em temperatura controlada foi idéntico ao
descrito no item 3.2.2, excetuando-se o fato de que a maceragao se desenvolveu em
banho maria Fanem, modelo 100, a 30 °C por 72 h. Esse procedimento também foi

realizado em triplicata para cada solvente.

3.2.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro dos extratos

produzidos

Nesta fase de otimizagcdo da extracdo, todos os extratos produzidos foram
avaliados quanto a atividade antioxidante segundo os seguintes métodos:

3.2.3.1 DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos metandlico e glicolico,

B9 para placa de

adaptou-se o0 método descrito por Mensor et al. (2001)
microtitulagdo (96 pogos), realizando-se o ensaio em triplicata para cada extrato e
utilizando-se rutina hidratada 95 % (Sigma) como controle positivo. Para efeitos de
comparacdo, o ensaio também foi realizado com o extrato glicdlico de cha verde
comercial (Camellia sinenis (L.) Kuntze) (Gamma), cujos flavondides tém atividade

antioxidante reconhecida pela literatura.

3.2.3.1.1 Extratos metandlicos
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A 5600 pg do extrato metandlico obtido em cada método de extracdo,
adicionaram-se 1 mL de etanol P.A. (Synth), homogeneizando a solu¢gdo com auxilio
de ultrassom UltraCleaner, modelo 1400, e vértex Phoenix, modelo AP56. A partir
dessa solugao, realizaram-se cinco diluicbes seriadas com etanol na proporgéo 1:1
(v/v), totalizando 6 solugbes estoque do extrato nas concentragdes de 5600, 2800,
1400, 700, 350 e 175 ug mL™".

Na placa de microtitulacao, 10 uL de cada diluicdo foram adicionados a 190 uL de
etanol P.A. (Synth) em seu pogo correspondente, seguido de 80 uL de solugcao
etandlica 0,3 mmol L do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich).
Nos pocgos, as concentragdes finais atingidas para cada um dos extratos foram de
200, 100, 50, 25, 12,5€e 6,2 ug mL™". Como controle negativo do ensaio, utilizaram-se
80 pL de solugdo de DPPH 0,3 mmol L' em 200 pL de etanol e, como branco do
teste, 10 uL da solugéo de 5600 ug mL™" do extrato testado em 270 pL de etanol.

A partir da adicdo da solucdo de DPPH, procederam-se as leituras das
absorbancias da placa a 517 nm no equipamento Biotek UV Sinergy 2 a cada 5

minutos, num total de 50 minutos de analise.

3.2.3.1.2  Extratos glicdlicos de P. coccinea e cha verde

Seguiu-se 0 mesmo procedimento adotado para os extratos metandlicos, com a
diferenca apenas nas concentragdes das solucdes estoque e, portanto, na
concentragdo final nos pogos da microplaca de titulacdo. A 5600 ng do extrato
metandlico obtido em cada método de extracdo, adicionaram-se 250 uL de etanol
P.A. (Synth), homogeneizando a solugdo com auxilio de vortex. A partir desta
solucéo, fez-se a diluicao seriada de modo que, na microplaca de titulagdo, as

concentragdes finais atingidas fossem de 800, 400, 200, 100, 50 e 25 ug mL™".
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3.2.3.1.3 Avaliacdo dos resultados

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram
expressos em porcentagem de redugdo em uma dada concentragdo (equagéo 1) ou
em ICsp, que € a concentracdo de extrato necessaria para a reducdo de 50 % do
radical DPPH presente no meio reacional. Este célculo foi realizado com o auxilio do
programa Microcal Origin 6.0 (OriginLab, Northampton, MA), por meio da regressao
hiperbdlica das concentracbes versus porcentagem de reducdo de cada
concentracao estudada.

17 AMOZTRA A S17 CONTROLE NEGATIVO

% REDUCAC = 160 - . 100 (1)

517 CONTROLE POSITIVD A T AMOSTRA

A andlise estatistica foi realizada empregando-se o teste de ANOVA seguido do
teste de Tukey com significancia para p<0,05, ou o teste t de student para os casos
em que ndo fosse possivel a realizagdo da ANOVA. Os resultados foram
apresentados como média, estimativa do desvio padrao absoluto e coeficiente de

variacao.

3.2.3.2 ORAC-FL

Para o ensaio ORAC-FL, adotou-se a metodologia descrita por Huang et al. (2001)
com modificacdes (Salvador et al., 2006) €' Na execucgéo do teste, 1,0 mg de cada
extrato (metandlico, glicélico de P. coccinea ou glicélico de cha verde comercial) foi
diluido em 20 uL de dimetilsulféxido. As solugdes estoque foram diluidas 100, 500,
1000, 5000 e 10000 vezes em solugdo tampdo fosfato pH 7,0. A microplaca de

titulacéo, foram adicionados 50 uL de cada diluicdo em seus respectivos pocos, 100
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uL e fluoresceina (Fluka) na concentragcdo de 1,25 pg mL" e 50 uL de AAPH
(diidrocloridrato de 2,2’-azobis-2-metilpropionamidina) (Sigma Aldrich) a 81,8 mg mL"
', Como controle positivo, utilizou-se a solugdo tampéo na presenca de fluoresceina
e do APPH e, como substancia referéncia, o Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico), analogo da vitamina E.

Realizou-se a leitura da microplaca a cada 2 minutos utilizando-se filtro
fluorescente (excitagdo A=485 nm e emissdao A=528 nm) no equipamento Biotek UV
Sinergy 2, monitorando-se a cinética de reacao (temperatura de 37 °C) por 70
minutos. Os resultados obtidos foram expressos em umol de Trolox equivalente (TE)
por grama de extrato (umol de TE g'), comparando-se os valores por meio dos
testes de ANOVA seguido do teste de Tukey com significancia para p<0,05.

3.24 Ensaio de fotoprotecao direta in vitro

O teste de fotoprotecao in vitro foi executado conforme descrito por Mansur et al.
(1986) 2 por meio da leitura espectrofotométrica de solucdes etandlicas do analito.
Para a execucado desse teste, todos os extratos de P. coccinea e o extrato comercial
de cha verde foram incorporados em uma emulsdo base cedida pela Consulfarma
(Campinas, Sao Paulo), cuja composicao encontra-se descrita na Tabela 5:

Tabela 5: Composicao da emulsao base

Composicao Nome INCI* (m/m) Funcao

Glicerina Glycerin 0,5 Hidratante/umectante

Aristoflex ® Ammoniun  Acryloyldimethyltaurate / VP 0,7 Emulsionante
Copolymer

Emulium 22 ® Tribehenin PEG-20 Esters 2,5 Tensoativo nao

ibnico

Oleo de améndoas  Sweet Almond Oil 3,0 Emoliente

Tinogard TT ® Tetradibutyl Pentaerithrityl 0,1 Antioxidante
Hydroxyhydrocinnamate

Silicone DC245 ® Cyclopentasiloxane 6,0 Emoliente

Neolone PE ® Phenoxyethanol 0,4 Conservante

Agua Aqua QSP  Solvente

*do inglés “International Nomenclature of Cosmetic Ingredient”
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Os extratos metandlicos obtidos pelos diferentes métodos de extracdo foram
incorporados ao creme base na proporcao de 1 % (m/m). Ja os extratos glicélicos de
P. coccinea e de ch& verde foram adicionados na concentracdo de 10% (m/m).
Todos os cremes formulados foram testados quanto a pré-estabilidade em centrifuga
Eppendorf, modelo 5415C, seguindo a metodologia descrita no “Guia de Estabilidade
de Produtos Cosméticos” (ANVISA, 2004) [¢31,

Com a finalidade de verificar o fator de protecdo solar (FPS) dos extratos,
solugdes etandlicas das emulsdes foram preparadas na concentragdo de 0,2 mg mL’
', Realizou-se uma varredura na regido do ultravioleta das solugdes em
espectrofotdbmetro Hewlett Packard, modelo 8453, utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho éptico. O FPS espectrofotométrico foi calculado
conforme a equacao 2:

320

FPS=FC.Y .EE(A).I(A).Abs (%) @
280

onde FC é um fator de correcdo igual a 10, Abs é a leitura da absorbancia da
solucdo, EE é o efeito eritematogénico da radiacao e | é a intensidade solar, todos
em um dado comprimento de onda. Os valores de EE x | sdo tabelados (tabela 6):

Tabela 6: Relacao entre o efeito eritematogénico e a intensidade solar em cada comprimento
de onda (Mansur et al., 1986) ¥

A (nm) EE(A)xIA)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180

1.0000
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Para comparacéo, utilizou-se uma formulagcao contendo 8,0 % de Eusolex 4360
(nome INCI: Benzophenone-3) que, segundo o célculo tedrico do Basf® Sunscreen
Simulator %, apresenta o FPS de 11,5.

3.25 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro dos extratos

incorporados em emulsao base

As emulsbes preparadas para a avaliagdo da atividade fotoprotetora também
foram estudadas com relagéo a atividade antioxidante in vitro pelos métodos DPPH e
ORAC-FL, tal como descrito para os extratos. A Unica alteracao foi a faixa de
concentragdo desses cremes nos pog¢os da placa de microtitulagdo do teste DPPH,
que foi de 50 a 1600 pug mL™.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Atividade antioxidante

Existe uma variedade de testes in vitro para a avaliacdo da atividade antioxidante
envolvendo diferentes espécies reativas artificiais € uma gama de condi¢cdes de
reacdo . Com isso, um mesmo antioxidante pode exibir diversos comportamentos
ao sequestrar diferentes radicais em diferentes meios e, assim, resultados de apenas
um tipo de ensaio podem gerar informagdes limitadas acerca de uma amostra, sendo
altamente recomendada a realizacdo de mais de um tipo de teste para um screening

mais eficiente de amostras com capacidade antioxidante [*' 42,

Nesta pesquisa, propds-se otimizar o processo de extracdo de P. coccinea com
base nos resultados de atividade antioxidante obtidos por dois métodos: reducao do
radical DPPH, em que se observa uma mudanc¢a da coloracdo do substrato com a

sua reducdo % e ORAC-FL, no qual se avalia a capacidade de uma amostra
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antioxidante em impedir o consumo da fluoresceina pelo radical AAPH, comparando-
se as curvas de decaimento da fluorescéncia ao longo do tempo com a obtida pelo
padrdo Trolox, um analogo da vitamina E [,

7

A cinética da reacdo de um antioxidante com o radical DPPH ¢ bifasica,
compreendendo uma reacdo rapida nos primeiros minutos e uma etapa lenta em
seguida, a qual se estabiliza ). Para avaliar o tempo de reagdo dos extratos de P.
coccinea, monitorou-se o teste por 50 minutos, realizando-se leituras das
absorbancias (517 nm) a cada 5 min. Os resultados mostraram que, a partir dos 40
minutos, a porcentagem de redugéo do radical DPPH comeca a se tornar constante
(figura 14). Por isso, para a expressao dos resultados, consideraram-se as leituras
apos 40 minutos de reacao.

o
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Figura 14: Cinética de reacdo dos extratos (12,5 ug mL™) e do padrio rutina (6,2
pg mL™") com o radical DPPH. MeOH: extrato metandlico; PPG: extrato glicélico

Pela figura 14 € possivel notar que todos os extratos metandlicos apresentaram
atividades antioxidantes semelhantes entre si no ensaio do DPPH. Os valores de
ICs0 calculados para os extratos metandlicos obtidos por ultrassom, por maceracao a
temperatura ambiente e por maceracao a 30 °C foramde (13 +2), (11 +1)e (12 + 1)
ng mL', respectivamente. As curvas de regressdo apresentaram coeficientes de
determinacao maiores que 0,90 e os valores de ICs, foram iguais a 95% de
significancia, mostrando que o método de extracdo, dentre os adotados neste
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trabalho, n&o influencia na atividade antioxidante dos extratos metandlicos de P.
coccinea. Neste caso, a extragédo assistida por ultrassom mostrou-se vantajosa sobre
0s demais métodos devido ao menor tempo de extracéo e, por isso, foi eleita como o

melhor método para o solvente metanol.

Este comportamento, no entanto, ndo foi repetido para os extratos glicélicos, para
os quais o ICsy ndo pdde ser calculado. Na concentracdo de 800 ug mL™, o extrato
ultrassénico ndo mostrou atividade neste ensaio. Ja o extrato obtido por maceragéo a
temperatura ambiente conseguiu reduzir (27 + 3) % do radical DPPH, enquanto que
a maceracao a 30°C forneceu um extrato capaz de reduzir o mesmo radical em (33 +
1) %. Os resultados de porcentagem de redugado para as maceragdes diferem-se
entre si a 95 % de significancia, mostrando que o método de extracao influencia na
atividade antioxidante do extrato final quando se utiliza o propilenoglicol como

solvente extrator.

Como referéncia, testou-se também o extrato glicélico comercial de cha verde nas
mesmas concentracdes dos extratos glicélicos de P. coccinea. O ICsy para esse
extrato foi de (331 + 3) ug mL™", o que representa uma atividade inferior aos dos
extratos metandlicos e superior aos dos glicélicos da espécie de Passiflora em
estudo.

As performances dos extratos glicélico e metandlico de P. coccinea também foram
diferentes nos ensaios de ORAC-FL, em concordancia com o observado no ensaio
de DPPH. Os valores de ORAC calculados para os extratos metandlicos foram de
(3177 + 12) umol TE g para o extrato ultrassonico, (3356 + 233) umol TE g para o
extrato obtido por maceragdo & temperatura ambiente e (3284 + 40) pmol TE g™ para
0 extrato proveniente da maceracao a 30°C. Esses resultados nao diferem entre si a
99% de confianca, confirmando novamente a auséncia de influéncia da técnica de
extragdo sobre a atividade antioxidante dos extratos metandlicos. Em contrapartida,
os extratos glicélicos, tanto de P. coccinea quanto o extrato comercial de cha verde,
ndao mostraram atividade antioxidante significativa neste teste. Contudo, convém
ressaltar que a auséncia de resultado relevante no teste ORAC-FL nao descredencia
os extratos glicélicos como antioxidantes em potencial, dado que os dois métodos
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para a avaliacdo da atividade antioxidante realizados neste trabalho sao realizados
em condi¢des diferentes tanto de meio reacional quanto de radical a ser neutralizado:

condicdes diferentes de reacgdo e de substratos geram diferencas nos resultados 2.

A Figura 15 mostra as curvas de decaimento de fluorescéncia para os extratos
metandlicos, onde pode ser observado que as areas sob as curvas dos extratos sdo
bastante semelhantes entre si e maiores que a do Trolox (referéncia), revelando que

esses extratos sdo ativos no teste ORAC-FL.
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Figura 15: Curvas de decaimento da fluorescéncia ao
longo do tempo. Diluigdo 1:1000

A eficiéncia da resposta antioxidante obtida por meio da extracdo assistida por
ultrassom com o metanol e ndo com o propilenoglicol pode ser explicada pelas
propriedades fisicas desses solventes: acredita-se que a extragdo por ultrassom
ocorre por um fendmeno cavitacional, no qual bolhas do solvente extrator sao
formadas pela propagacdo de ondas de pressdo. A implosdo das bolhas geram
microjatos que resultam em erosao superficial e ruptura de particulas, o que aumenta
o poder extrator. O fendbmeno da cavitacdo € menor quanto maior for a pressao de
vapor e a tensdo superficial dos solventes. Este fato poderia justificar a atividade
antioxidante nédo satisfatéria do extrato glicélico obtido por ultrassom em ambos os
testes realizados, ja que o propilenoglicol possui uma viscosidade e uma temperatura
de ebulicao significativamente maiores comparadas as do metanol e, portanto, menor

poder extrator por sonicacdo 344
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3.3.2 Atividade fotoprotetora direta

A fotoprotecdo direta pode ser promovida por filtros solares inorganicos, que
absorvem ou refletem a radiacdo UV, ou organicos, que absorvem no comprimento
de onda UV através de seus anéis aromaticos, liberando a energia recebida sob a
forma de calor.™¥ Diante deste fato propds-se a avaliagdo da capacidade de
absorcao direta da radiacdo UV dos extratos produzidos utilizando-se protocolo

estabelecido por Mansur et al.(1986) (¢4,

A primeira etapa desse estudo foi a varredura do espectro dos extratos na faixa
que compreende a radiacao UVB (290 a 320 nm) e UVA (320 a 400 nm) em etanol
(Figura 16).

MeOH ultrassom —— ppg ultrassom
MeOH maceracédo —— ppg maceragio
MeOH 30°C 0,40 ppg 30°C
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Figura 16: Espectros de absorcdo UV. A) extratos metanodlicos (1 mg mL™) de P. coccinea
em etanol. B) Glicdlicos (10 mg mL'1) de P. coccinea em etanol

Os espectros revelam que os extratos, tanto metandlicos quanto glicélicos,
absorvem com maior intensidade nos comprimentos de onda correspondentes ao
UVB, causadora de eritema, dano ao DNA e cancer de pele. O teste proposto por
Mansur et al. (1986) 2 leva em consideracéo a intensidade da radiagdo solar nos
diferentes comprimentos de onda do UVB, além de um fator relacionado a formagao
do eritema, para o célculo do FPS. Como o protocolo original é descrito para

emulsoes, os extratos de P. coccinea foram incorporados em uma emulsédo base e
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foram aprovados em teste de centrifugacao, ndo se notando a separacao de fases
caracteristica da instabilidade de uma formulagdo. Contudo, nenhum extrato foi

capaz de realizar a fotoprotecao direta nas condi¢oes deste teste.

Extrato glicdlico P. coccirea 10 % Extrato glicdlico Cha Werde 10 %

Creme instaveel

Extrato metandlico P. coccinea 1% Creme Base

Figura 17: Fotografia dos cremes formulados com os extratos. Nao houve separacéo de
fases em nenhum dos casos

O extrato glicolico comercial de cha verde também ndo apresentou atividade
fotoprotetora direta, como absorvedora de UV. O trabalho de Wang et al. (2010) ['®,
classifica o cha verde e outros polifendis como “agentes antioxidantes e de reparo”,
propondo que essa classe de agentes seja incluida nas discussdes sobre
fotoprotecdo, dado que os danos causados pela radiacdo UV a pele se deve ao
aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio. Neste sentido, pode-se

afirmar que tanto os extratos de cha verde quanto os de P. coccinea produzidos
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neste trabalho tém potencial de uso como fotoprotetores nesta categoria, mas nao
como agentes absorvedores de UV.

Quanto a formulacao padrao (Benzophenone-3, filtro solar orgéanico na propor¢ao

de 8 %), o FPS calculado foi de (9,3 + 0,2), um pouco abaixo dos 11,5 previstos pelo

® [64]

Basf Sunscreen Simulator , que calcula teoricamente o fator prote¢do solar in

vivo. O creme base da formulagdo padrdao nao apresentou absor¢cdo na regiao
estudada. A Figura 18 mostra os espectros de absor¢cdo na condi¢cdo do teste de
fotoprotecdo. Convém notar que somente o padrdo € eficaz em absorver no
comprimento de onda do UV.

Padréo
—— PPG ultra (10%)
PPG mac (10%)
—— PPG 30 (10%)
MeOH ultra (1%)
MeOH mac (1%)
MeCOH 30 (1%)
——— Cha verde comercial (10%)

absorbéncia
a
o
1

0.4

0,2

0,0

03z

. T . T . T . T .
300 320 340 360 380 400
comprimento de onda (nm)

Figura 18: Espectros de absorcao dos cremes na regiao do UV, na
concentracao de 0,2 mg mL" em etanol. Os valores em parénteses indicam a
porcentagem do extrato na formulagdo (m/m)

3.3.3 Atividade antioxidante in vitro dos extratos incorporados a uma
formulacao base

As mesmas formulagcdes testadas quanto a atividade fotoprotetora direta também
foram avaliadas com relacdo a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e do
ORAC-FL. Apenas os cremes contendo o extrato metandlico a 1,0 % (m/m), na

concentracdo de 1600 pug mL™”, apresentaram alguma atividade antioxidante frente
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ao radical DPPH (ultrassom: (38 + 2) %, maceracao: (40 + 2) % e maceracao a 30°C:
(36 + 1) % ). Os demais cremes ndo apresentaram atividade frente ao mesmo radical
e nenhum dos cremes formulados obteve éxito frente ao radical AAPH no teste
ORAC-FL. Os cremes dos extratos metandlicos a 1,0 % (m/m) apresentaram uma

curva de decaimento semelhante ao Trolox neste ensaio (Figura 19).
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Figura 19: Curva de decaimento dos cremes com extratos
metanolicos 1 % (m/m). Diluicao 1:1000

3.4 CONCLUSAO

Ainda que ndo tenham atividade como absorvedores diretos da radiagdo UV, os
extratos avaliados possuem potencial atividade fotoprotetora indireta, podendo atuar
diretamente sobre os radicais livres. A atividade antioxidante dos extratos
metandlicos de P. coccinea é bastante superior a dos extratos glicélicos. Contudo,
mesmo que a atividade antioxidante dos extratos glicélicos seja inferior, ndo se pode
afirmar, somente por esses testes, que os mesmos seriam ineficazes in vivo. Ainda
no que diz respeito ao extrato gliclico de P. coccinea, percebeu-se que as
caracteristicas do solvente empregado influenciam a atividade antioxidante conforme
o método de extracdo. Apenas por esses testes, ndo € possivel dizer se esse

comportamento observado para o propilenoglicol esta relacionado aos tipos de
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compostos extraidos por esse solvente em diferentes situacoes ou se a disparidade
entre eles é atribuida apenas a concentracdes diferentes dos mesmos compostos de
acordo com o método em que o extrato é obtido.

Da mesma maneira em que nao se explicam as diferengas dentro do grupo dos
extratos glicélicos, a discrepancia de atividade antioxidante entre os extratos
metandlicos e glicélicos também nao pode ser detalhada apenas por esses testes,
podendo ser entendida somente a partir da caracterizacdo quimica, cujos métodos
empregados para essa finalidade e os resultados obtidos encontram-se no préximo
capitulo.
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CAPITULO 4 N -

IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES E
QUANTIFICACAO DE ISOVITEXINA NOS
EXTRATOS METANOLICO E GLICOLICO DE
P. coccinea

50



4.1 INTRODUCAO

Nesta fase do trabalho, procedeu-se a caracterizacdo quimica dos extratos
preparados, com enfoque no extrato metandlico obtido por ultrassom, por este ter
sido considerado o melhor método de extragdo para esse solvente, e no extrato
glicélico obtido por maceragao a 30 °C por 72 h, que apresentou a maior atividade
antioxidante dentre os que tiveram o propilenoglicol como solvente extrator. Os
extratos foram inicialmente investigados quanto aos flavonoides presentes por
infusdo direta em espectrébmetro de massas com ionizagdao por eletronebulizacao
(ESI(-)-MS) e analisador triplo quadrupolo. Em uma primeira etapa, realizou-se uma
varredura para a obtencdo de um fingerprint dos extratos, por meio do qual se
identificaram os possiveis flavonoides presentes com base nos constituintes
quimicos de outras espécies do género Passiflora. Na sequéncia, fez-se a
fragmentacdo dos ions de interesse (ESI(-)-MS/MS) e comparagdo dos espectros
obtidos com a fragmentacao de padrdes. A partir desses dados, desenvolveram-se
dois métodos cromatograficos: um que mostrou a presenca dos analitos identificados
pela espectrometria de massas e outro que possibilitou a quantificacao do flavonoide

isovitexina, conforme exposto a seguir.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Caracterizacao dos extratos por espectrometria de massas com
ionizacao por eletronebulizacao

Procedeu-se a andlise dos diferentes extratos por meio da infusdao direta de
solugbes contendo 10 uL da amostra filtrada (0,22 um) em 1 mL de
ACN:H>0O:NH4OH, 80:20:0,1 (v/v/v) no espectrdmetro de massas Waters, modelo
Quattro Micro-API, em uma vazdo de 100 uL min”'. A caracterizagdo foi realizada
por eletronebulizacdo no modo negativo (ESI(-)-MS), com voltagens de capilar e

cone de 2,5 kV e 30 V respectivamente, utilizando N4 como gas de dessolvatagéo,
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a 400 °C, em uma vazdo de 800 L h™' e varrendo-se o espectro entre 150 e 1000
unidades de massa. Os picos de razdo massa / carga (m/z) de interesse foram
fragmentados a uma energia de colisdo de 20 V, utilizando-se Ar a 120 L h™" como
gas de colisao.

4.2.2 Desenvolvimento de um método de separacao por HPLC-DAD para os
flavonoides identificados

Diferentes métodos encontrados na literatura foram testados para a separacao
dos flavondides identificados por ESI(-)-MS nos extratos de P. coccinea. Dentre a
grande variedade de composicdo de fases moéveis e colunas contendo fases
estacionarias do tipo Cig com diferentes tamanhos de particula e comprimentos de
coluna avaliados, a melhor condi¢cdo de separacao foi obtida por meio da adaptacao
do método descrito por Ying et al. (2009) [ utilizando-se o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu, modelo Proeminence LC20AT,
com detector por arranjo de diodos (DAD) modelo Proeminence SPD-M20A, nas
seguintes condicoes: coluna LiChrospher RP-18e (250 mm x 4 mm), tamanho de
particula 5 um (Merck), injetor manual (Rheodyne) com volume de injecao de 5 ulL e
fase movel composta por H>O acidificada com H3PO4, pH 2,65 (A) e ACN:THF 95:5
(v/v) (B), com eluicdo segundo o gradiente 0-11 min, 5-18 % B; 11-35 min, 18-19 %
B; 35-36 min, 19-5 % B e 37 min, 5 % B, a uma vazdo de 1 mL min"' e detecgéo a
330 nm.

Em todas as tentativas, foram utilizadas solugdes estoque dos padrdes de vitexina
e isovitexina (Sigma Aldrich, pureza maior que 96 %) na concentragdo de 500 mg L™
em metanol grau HPLC (Tedia), diluindo-se as mesmas a 30 mg L' para injecdo. O
padrao de 2”-O-B-D-glucopiranosil-vitexina utilizado ja havia sido previamente isolado
da planta Alternanthera tenella (Salvador et al., 2006) ! e também foi preparado a
30 mg L™ para injecdo.
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4.2.3 Otimizacao da extracao em fase solida (SPE)

Com o objetivo de preparar as amostras dos extratos de maior atividade
antioxidante / fotoprotetora para a analise por HPLC-DAD, realizou-se uma etapa de
limpeza pelo processo de SPE. Para tal, utilizou-se um sistema de extragdo em fase
sblida (Phenomenex) e cartuchos de extracdo Supelclean LC18, 3mL (Supelco).
Alguns métodos que descreviam a extracdo de flavondides por SPE foram
previamente testados e o mais adequado foi a adaptacao do proposto por Pereira et
al., 2004 "1 conforme o protocolo descrito na Tabela 7:

Tabela 7: Condicao de extracdao em fase sélida de flavonoides em Passiflora ssp. (adaptacao de
Pereira et al., 2004) "

Condicionamento do 5,0 mL de MeOH grau HPLC
cartucho de SPE

5,0 mL de H,O:H3PO4 pH 2,65

Eluicao 20 mL de MeOH:H,O pH 2,65
acidificada com H3POy, 60:40 (v/v)

Para a analise qualitativa, 5 mg do extrato metandlico de maior atividade
antioxidante foram diluidos com 500 uL de metanol, grau HPLC, previamente a
extracdo. Procedimento semelhante foi realizado para o extrato glicélico, diluindo-se
200 uL do extrato em 300 mL de metanol, grau HPLC. As fracGes recolhidas também
foram avaliadas por ESI(-)-MS/MS, conforme o procedimento descrito no item 4.2.1,
de modo a se confirmar a presenga dos analitos de interesse.

Para a analise quantitativa, 3 mg do extrato metandlico mais ativo foram diluidos
para o volume final de 2 mL em um baldo volumétrico. No caso do extrato glicélico,
fez-se a diluigdo de 1,0 mL do extrato para o volume final de 2 mL, também com o

uso de um baldo volumétrico.
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4.2.4 Desenvolvimento e validacao de um método para a quantificacao de
isovitexina nos extratos por HPLC-DAD

Usando-se 0 mesmo cromatografo e a mesma coluna descritos no item 4.2.2,
varias tentativas de otimizacdo do método qualitativo foram feitas de modo a se
aumentar a resolucdo do pico correspondente a isovitexina para quantifica-la nas
amostras em estudo. Para esta finalidade, utilizou-se uma fase moével constituida de
H2O acidificada com HzPO4, pH 2,65 (A) e ACN (B). O gradiente mais adequado para
essa situacao foi: 0-15 min, 5-16 % B; 15-37 min, 16-17 % B; 37-39 min, 17-5 % B e
39-40 min, 5 % B, a uma vazao de 1 mL min™" e deteccdo a 330 nm. A quantificagdo
foi realizada pelo método de adigdo de padrdo, construindo-se também a curva
analitica com o padrdo de isovitexina dissolvido em metanol, grau HPLC, para
comparacao e observacao do efeito de matriz. O método de adicdo de padrao foi
escolhido devido a presenca de isovitexina nas amostras e a inexisténcia de uma
matriz branco adequada, a qual permitiria a construcdo de uma curva analitica pelo

método de calibracdo externa.

Para a construgdo da curva analitica do extrato metandlico, amostras de 3,0 mg
foram pesadas em baldes volumétricos de 2,0 mL, sendo fortificadas com os
volumes necessarios da solugao estoque de isovitexina (500 mg L") de forma que as
concentracoes finais fossem de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L. Procedimento
semelhante foi adotado para os extratos glicélicos, fortificando-se 1,0 mL do extrato

em baldes volumétricos de 2,0 mL para as mesmas concentracges.

As amostras fortificadas dos extratos metandlico e glicélico passaram por uma
etapa de limpeza por SPE segundo o procedimento descrito na Tabela 7 e as fragdes
de interesse foram secas sob fluxo de Npyg, sendo ressuspensas em balbes
volumétricos de 2,0 mL com metanol, grau HPLC, previamente a injecdo no
cromatografo. Os parametros das curvas analiticas foram calculados pelo programa
OriginPro 8 (OriginLab, Northampton, MA).

O método quantitativo desenvolvido foi validado com base nos critérios da

Conferéncia Internacional de Padronizagdo de Requerimentos Técnicos para
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Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano (/nternational Conference on
Harmonisation (ICH) of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human Use, 2005) ®®! que estabelece a avaliagdo dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade, limite de detecgédo, limite de quantificacdo, exatidao,
repetibilidade e precisao intermediaria (etapa ndo realizada neste trabalho).

4241 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagéo dos tempos de retencéo
da isovitexina nos extratos com relagdo ao padrdo, pela pureza cromatografica do
pico na regidao de 200 a 800 nm, verificada por meio da comparagao espectral em
trés pontos (inicio, apice e cauda), e pela fortificacdo das amostras para a construgcao

da curva analitica.

4242 Efeito de matriz

Avaliou-se o efeito da matriz sobre o analito segundo Economou et al. (2009) 7

por meio da equagéo 3:

&:11}@( _55_“;) 3)

onde C% é a porcentagem de aumento ou supressao de sinal, Sm é o coeficiente
angular da curva analitica construida na matriz e Ss é o coeficiente angular da curva
analitica construida em solvente. A significancia do efeito foi avaliada, ainda, pelo
teste t de student a 95%, comparando-se os coeficientes angulares das curvas
analiticas obtidas construidas na matriz com a curva obtida para o padrdo em

solvente.
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4243 Linearidade

A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de correlagdo das curvas analiticas
geradas pela injecdo das solugdes fortificadas e extraidas por SPE e pela
distribuicdo grafica dos residuos dos modelos lineares construidos. Para verificar a
qualidade do ajuste desses modelos as respostas obtidas, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA), com p<0,05.

4244 Limites de deteccéo e de quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ) foram estimados pela injecao
de diluicées sucessivas da solugdo estoque de isovitexina em metanol grau HPLC
até a observacao da relagao sinal/ruido de 3:1 (LD) e 10:1(LQ), determinando-se os
valores de LD e LQ do instrumento

4245 Repetibilidade e exatidao

Os ensaios de repetibilidade foram realizados nas concentracbes de 1 (baixa), 10
(média) e 20 (alta) ng mL". O processo de fortificacdo da amostra e SPE foram
realizados em triplicata para cada concentracao, totalizando 9 amostras.

A exatidao do método foi avaliada pela recuperacdo (R) nessas mesmas 3
concentracbes, cada uma delas em ftriplicata. O procedimento adotado foi
semelhante ao da construgdo da curva analitica, fortificando-se as amostras
previamente a etapa de SPE. Realizou-se o calculo da recuperacao pela seguinte
férmula (equacao 4):

R=Cf-Ci . 100 (4)



onde Cf é a concentracao final apds a fortificacao, Ci € a concentragao inicial ja
presente na amostra e Ca é a concentragdo de padrdao adicionada ao extrato no
processo de fortificagao.

42.4.6 Eficiéncia de extracao

Avaliou-se a eficiéncia de extragcdo (EE) do processo de SPE para ambos os

68 realizando-se, em uma

extratos de P. coccinea de acordo com Siqueira (2007)
primeira etapa, a fortificagdo das amostras antes do processo de SPE e, em uma
segunda, a fortificacdo dos mesmos apds o0 processo, permitindo a obtencdo da

seguinte relacdo (equagéo 5):

EE=Aa. 100 (5)
Ad

onde Aa é a area do pico cromatografico correspondente a isovitexina quando a
amostra € fortificada antes do processo de SPE e Ad é a area do mesmo pico
quando a amostra é fortificada depois da extracdo em fase sélida.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Caracterizacao dos extratos por ESI(-)-MS e ESI(-)-MS/MS

A caracterizacao dos extratos por ESI(-)-MS teve como objetivo a visualizacdo dos
perfis de composi¢cdo de cada extrato, buscando identificar possiveis flavonoides

presentes nos mesmos através das razées m/z [M-1], onde M representa a massa
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molar do analito em questdo. Na andlise dos perfis obtidos, foram encontrados 3
possiveis compostos presentes (Tabela 8):

Tabela 8: Raz6es m/z observadas nos espectros e possiveis compostos presentes.

Substancia Massa molar (M) Razao m/z
Vitexina/ isovitexina 432 431
27-O-B-D-glucopiranosil- 594 593
vitexina

Essa triagem de compostos foi realizada tendo-se como base os flavonoides
descritos na literatura para outras espécies de Passiflora.

Os espectros dos extratos metandlicos obtidos por todos os métodos de extracédo
mostraram-se com perfil muito semelhante (Figura 20). Ja os espectros dos extratos
glicélicos apresentaram diferencas de intensidade e quantidade de picos presentes
(Figura 21), confirmando a influéncia do tipo de extracdo sobre o resultado final do
produto obtido. A Figura 22 apresenta os perfis espectrais dos extratos metandlico e
glicdlico que apresentaram maiores atividades antioxidantes. No geral, percebe-se
que o perfil exibido por ambos os extratos € semelhante visualmente em termos
qualitativos.
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Figura 20: Fingerprint dos extratos metandlicos. A) Ultrassom. B) Maceragao a
temperatura ambiente. C) Maceracao a 30 °C. CondicGes descritas no item 4.2.1
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Figura 21: Fingerprint dos extratos glicélicos. A) Ultrassom. B) Maceracdao a
temperatura ambiente. C) Macerag¢éo a 30 °C. Condic6es descritas no item 4.2.1
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Figura 22: A) Extrato metandlico ultrassom. B) Extrato glicélico maceracao 30 °C.
Notar a semelhanca no perfil de ambos os extratos (destaque em vermelho)
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Para a confirmacéo da identidade dos compostos, fragmentaram-se os picos de
razdéo m/z 431 e 593 e os possiveis padrdes correspondentes (2°-O-B-D-
glucopiranosil-vitexina, vitexina e isovitexina) com as energias de colisao de 15 e 20
V, respectivamente. A presenga de 2”-O-B-D-glucopiranosil-vitexina foi confirmada no
extrato metandlico (Figura 23). Quanto ao pico de valor m/z de 431, nao foi possivel
diferenciar os compostos vitexina e isovitexina porque a fragmentacdo de ambos
gera espectros idénticos nessas condi¢cdes de analise. Contudo, pode-se perceber a
presenca de ao menos um desses compostos no exirato, dada a semelhanga do
perfil de fragmentagc&o do pico de razdo m/z 431 com a dos padrbes de vitexina e
isovitexina (Figura 24).
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Figura 23: Fragmentacao do pico de razdo m/z 593. A) fracdo do extrato metandlico. B)
padrao de 2”-O-f-D-glucopiranosil-vitexina. Energia de colisdo: 15 V.
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Figura 24: Fragmentacdao do pico de razdao m/z 431. A) fracdo do extrato metandlico. B)
isovitexina. C) vitexina. Energia de colisdo: 20 V.

4.3.2. Desenvolvimento de um método de separacao por HPLC-DAD dos
flavonoides identificados por ESI(-)-MS

Para o desenvolvimento de um método de separacdo dos compostos relatados na
Tabela 8, diversas condi¢des foram avaliadas. Adaptagdes ao método de Ying et al.
(2009) [® permitiram a separacdo dos 3 compostos identificados. Observando-se a

Figura 25, nota-se a semelhanca no perfil das fragcdes dos extratos glicélico e
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metandlico obtidos ap6s a etapa de limpeza das amostras por SPE. A fortificacao
das amostras com os padrdes dos flavonédides identificados resultaram no aumento
da intensidade dos sinais correspondentes, indicando a presenga dos mesmos nos

extratos metandlico e glicélico de P. coccinea.
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Figura 25: Cromatogramas da separagdo dos flavonodides: 1) 2”-O-B-D-glucopiranosil-vitexina
(16,699 min) , 2) vitexina (18,842 min) e 3) isovitexina (20,141 min). A) Extrato metandlico
ultrassom. B) Extrato glicolico maceracao 30 °C. PPG: propilenoglicol. Condic6es
cromatograficas: coluna LiChrospher RP-18e (Merck) (250 mm x 4 mm), 5 mm de particula,
volume de injecao: 5 mL . Fase mével: H,O:H;PO, pH 2,65 (A) e ACN:THF 95:5 (v/v) (B). Eluicao
por gradiente: 0-11 min, 5-18 % B; 11-35 min, 18-19 % B; 35-36 min, 19-5 % B e 37 min, 5 % B.

Vazio de 1 mL min™. UV: 330 nm

A Figura 26 mostra os espectros registrados pelo detector DAD para cada pico
determinado pela andlise dos extratos com e sem fortificacdo com os padrdes. Nota-
se a semelhanga entre os espectros, 0 que auxilia na confirmacdo da presenca de
2"-O-B-D-glucopiranosil-vitexina, vitexina e isovitexina em ambos o0s extratos,

conforme observado pela técnica de espectrometria de massas.
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Figura 26: Espectro dos picos correspondentes aos flavondides nas amostras com e sem

fortificagao: 1) 2”-O-B-D-glucopiranosil-vitexina. 2) Vitexina. 3) Isovitexina

A quantificacdo por este método cromatogréafico, no entanto, ndo foi possivel
devido a falta de resolugédo entre os picos dos flavondides em questdo para essa
finalidade. Segundo Collins et al. ®%, para se quantificar um analito, é necessario que
a resolucdo entre o pico de interesse e o0s picos dos compostos que eluem
imediatamente antes e imediatamente apo6s a ele seja de, ao menos, 1,25 sendo
que, quando a resolugdo € igual ou maior que 1,5, ha separacao completa dos
compostos. A tabela 9 mostra as resolugdes dos picos identificados com relagdo aos

picos imediatamente anteriores e posteriores.

Tabela 9: Resolucao dos picos de interesse

Substéancia Pico anterior Pico posterior
2”-0-B-D-glucopiranosil-vitexina 0,67 2,0
Vitexina 0,4 1,2
Isovitexina 1,0 0,86

Dessa maneira, fizeram-se varias tentativas de adaptacdo do método descrito
para que se aumentasse a resolugdo dos trés compostos simultaneamente. No
entanto, essa melhoria na separacdo nao foi possivel e optou-se pelo aumento da
resolucado da isovitexina em relacdo aos demais devido a maior disponibilidade de
padrao (por ser comercial) e a abundancia desta substancia nessas amostras em
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relacdo as demais identificadas. Além disso, Masteikova et al. (2008) ['” estudaram a
atividade antioxidante in vitro dos extratos aquoso e etandlico de folhas de P.
incarnata e das solucdes alcodlicas da mistura dos flavonéides encontrados em cada
extrato, concluindo que a maior atividade antioxidante era predeterminada pelo
aumento da concentracao dos flavonoides vicenina, isovitexina e orientina. Isso faz
supor que ao menos parte da atividade apresentada pelos extratos de P. coccinea

possa ser devido a isovitexina, justificando a sua quantificagéo.

4.3.3. Desenvolvimento de um método analitico para a quantificacao da

isovitexina

Para a quantificacdo da isovitexina nos extratos metandlico (ultrassom) e glicolico
(maceracédo a 30 °C) de P. coccinea, utilizou-se o método da adicdo de padrdo. A
Figura 27 mostra os cromatogramas obtidos para os extratos metandlico e glicélico
em estudo nessas condi¢cdes sem a adicao do padrao de isovitexina, bem como a
avaliacao espectral para a verificacdo da pureza de pico.

66



— inicio

a1 apice
| cauda
g [T
3 ’ 2
E ‘ g o
| ' | E oo 1
LT
AN UV — T Ot SESE
Tempc; {min) Comprimento de onda (nm)
B " 1 inicio
| ] apice
'I cauda
% s i
i 3 '.
= l | - 1
E | | 2 o084 1
( i
SO - | || i 1 \ %
|| Il R N
| T —_—— PRI -
X STy, | LUV TN ; I
- . Tempo {mln} - . . Compnmento de ;:.ndu {nrl.'l.]

Figura 27: A) Cromatograma do extrato metanodlico (ultrassom) com destaque para a
isovitexina em azul (dir). Espectros do pico da isovitexina em 3 regides (inicio, apice e
cauda). B) Idem para o extrato glicolico. Condi¢coes cromatograficas: coluna LiChrospher RP-
18e (Merck) (250 mm x 4 mm), 5 mm de particula, volume de injecdao: 5 mL . Fase mdével:
H,0:H3;PO, pH 2,65 (A) e ACN (B). Eluicao por gradiente: 0-15 min, 5-16 % B; 15-37 min, 16-17
% B; 37-39 min, 17-5 % B e 39-40 min, 5 % B. Vazao de 1 mL min™'. UV: 330 nm

A Tabela 10 mostra que a resolugao do pico da isovitexina em relacdo aos picos
vizinhos é adequada a quantificagao dessa substancia em ambos os extratos. Dessa
forma, procedeu-se a construcao das curvas analiticas para a isovitexina em metanol
e por meio da adigdo de padrdo aos extratos na faixa de 1,0 a 20,0 mg L™, conforme
ilustra a Figura 28. Os limites dessa faixa de trabalho sdo superiores aos limites de
deteccdo (0,12 mg L) e quantificagdo (0,25 mg L) do instrumento. Os coeficientes
de correlacao das trés curvas construidas foram todos superiores a 0,99 (Tabela 11).
Além disso, a dispersao dos residuos segue um padrdo aleatério de distribuicao,
indicando a adequacéo dos modelos lineares aplicados as respostas obtidas.
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A ANOVA também mostrou essa adequacao, pois os valores de F calculados a

95% de confiangca foram de 4160 para a curva em solvente, 6652, para o extrato

metandlico e 1408 para o extrato glicélico. A 95% de significancia, o valor de F para

a situacdo do extrato metandlico é de 4,67 e de 4,75 para as demais "%, mostrando

que esses modelos sao significativos.

Tabela 10: Resoluc¢des do pico da isovitexina

Extrato Pico anterior Pico posterior
Metandlico 1,56 2,22
Glicélico 1,56 1,64
Tabela 11: Parametros das curvas analiticas
Amostra Inclinacao DP* Intercepto DP* r* Coeficiente de
inclinacao intercepto correlacao (r)
Extrato metanolico 21653 265 74210 3254 0,99790 0,999
Extrato glicélico 18146 484 169726 6101 0,99084 0,995
Isovitexina em MeOH 21252 330 995 4157 0,99688 0,998

*DP: estimativa do desvio padrao absoluto
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Figura 28: A. Curvas analiticas da isovitexina em solvente, no extrato metandlico (ultrassom) e no
extrato glicélico (maceracao 30 °C). B, C e D: graficos de distribuicao dos residuos das curvas da

isovitexina em solvente, no extrato metandlico e no extrato glicdlico, respectivamente
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Observando-se a Figura 28 A e os coeficientes angulares das equacodes das trés
curvas (Tabela 11), pode-se notar a possivel existéncia de um efeito de matriz, mais
facilmente identificavel para o extrato glicolico. Para confirmar a existéncia de
supressao ou aumento de intensidade do sinal da isovitexina nos extratos, causados
pela coeluicdo de componentes das matrizes, calcularam-se esses efeitos com base

no trabalho de Economou et al. (2009) 7]

, concluindo-se que a matriz do extrato
metandlico causa uma supressdo da ordem de 1,89 % no sinal do analito de
interesse e a matriz do extrato glicélico faz com que o sinal deste mesmo flavondide
se intensifigue em 14,61%. Uma possivel causa para esse elevado valor
apresentado pelo extrato glicélico pode estar em uma limitacdo técnica notada
durante os experimentos: o propilenoglicol ndo é retido no cartucho de SPE utilizado
neste trabalho e, dessa forma, a fragao final recolhida contem este solvente, bem
como a solugao injetada no cromatégrafo. A comparacao dos coeficientes angulares
das curvas construidas na matriz com a curva do padrao de isovitexina em solvente
feita pelo teste t de Student a 95% de confianga, revela que o efeito de matriz é
significativo para ambos os extratos (Tabela 12) e, portanto, a quantificacdo por meio
da adicao de padrao é a mais adequada para estes casos. Dessa forma, os valores
de isovitexina encontrados foram de (2,28 + 0,06) mg g para o extrato metandlico
obtido por ultrassom e (0,18 + 0,01) mg g para o extrato glicélico obtido por 72 h de
maceracgao a 30 °C.

Tabela 12: Comparacao dos coeficientes angulares das curvas construidas por adicao de
padrao com relacao a curva construida no solvente

Extrato t tabelado * " t calculado
Metandlico 1,073 3,622
Glicélico 1,709 35,183

*95% de confianca

Quanto a exatiddo do método desenvolvido, os valores de recuperagao
encontrados para as concentracées baixa, média e alta de ambas as curvas
analiticas, construidas por adi¢do de padrao, ficaram dentro da faixa de 70 a 120 %
[7] " conforme mostra a Tabela 13. Esta alta porcentagem de recuperagdo foi

acompanhada por uma elevada eficiéncia de extracao, que se situou acima dos 93
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%. A tabela 13 também mostra a repetibilidade do método, cujos valores de
estimativa do desvio padrao relativo (DPR) para as triplicatas de cada concentracao

ficaram abaixo de 5 %.

Tabela 13: Recuperacao e eficiéncia de extracao

Extrato Metandlico ultrassom Glicolico maceracao 30°C
Concentracdo (mg L) 1 10 20 1 10 20
Recuperagéo (%) 79+4 104 + 6 102 + 4 89+6 98 +3 96 + 0,4
Eficiéncia de extragédo(%) 95 - 97,0 93 - 96
Repetibilidade (DPR*) 0,9 4 3 0,6 2 0,3

*Eslimativa do desvio padrao relativo das areas encontradas em cada concentragao (triplicata)

Cabe salientar que, apesar de ter sido quantificada para comparacao dos extratos,
a quantidade de isovitexina nao pode, por si s6, explicar a superioridade da atividade
antioxidante do extrato metandlico em relacdo ao glicolico, ja que, muito
frequentemente, a atividade de extratos vegetais ndo é reproduzida por substancias
ativas isoladas, sendo a acdo de um extrato determinada por mais de um
componente que pode atuar sobre 0s mesmos processos bioquimicos ou contribuir
de outras maneiras, como, por exemplo, influenciando sobre a sua estabilidade .
Contudo, através dessa quantificacao, percebe-se que o metanol possui um poder
extrator maior que a do propilenoglicol, visto que o mesmo material vegetal foi
extraido com os dois solventes e que ambos os extratos apresentam um perfil
cromatografico semelhante, com quantidades relativas de isovitexina similares. A
quantidade de flavonoides em cada extirato € um fator determinante para sua
atividade, porém maiores estudos com relagcdo a composicao quimica dos mesmos
seriam necessarios para um entendimento mais detalhado dessa diferenga de

comportamento.
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4.4 CONCLUSOES

O método cromatografico validado para a quantificacao de isovitexina possibilitou
a percepgdo de que a diferenca de atividade antioxidante entre os extratos
metandlico, obtido por extragdo assistida por ultrassom, e glicolico, obtido por
maceracdao a 30 °C, esta na concentracdo dos flavonoides que cada solvente
consegue extrair de P. coccinea. O propilenoglicol apresentou um poder de extragao
inferior ao metanol pelos métodos de extracdo selecionados para este trabalho,
porém nota-se uma semelhanga qualitativa entre os extratos metandlico e glicdlico
de maior atividade antioxidante quando se analisam os fingerprints fornecidos pela
varredura realizada em ESI(-)-MS/MS.

A inferioridade da concentracdo de isovitexina no extrato glicélico em relacdo ao
metanolico ndo € um artefato da técnica de limpeza de amostra empregada. Mesmo
com a dificuldade de nao retencao do propilenoglicol no cartucho Cig utilizado neste
trabalho, a eficiéncia de extracdo foi da mesma ordem para ambos os extratos em
ambas as concentragdes testadas, o que confere confiabilidade as concentragdes
encontradas. O fato de o propilenoglicol ter um baixo poder de extracdo dos
flavonoides de P. coccinea nao impede o uso dessa planta para fins cosméticos, uma
vez revelada a existéncia de atividade antioxidante na espécie. Desta maneira,
abrem-se as possibilidades de investigacdo desses extratos in vivo e, com a
confirmagdo da eficacia de P. coccinea nessa ocasido, podem-se testar novos
métodos de extragdo que aumentem o poder extrator do propilenoglicol ou o
emprego de outras formas de extragcdo com outros solventes, com a preocupacao do
uso de tecnologias limpas segundo a tendéncia da quimica verde. Outro esforco
necessario para o uso de P. coccinea para fins cosméticos esta na maior
caracterizagdo quimica dos flavonoides presentes nos diferentes extratos da planta,
iniciada pioneiramente pelo presente trabalho.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES GERAIS
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CONCLUSOES GERAIS

De forma geral, o presente trabalho descreveu a presenca de trés flavonoides em

P. coccinea (Aubl.). Esses flavonoides, em especial a vitexina e a isovitexina, ja

foram descritos em outras espécies do género, porém nao haviam sido encontrados

em P. coccinea anteriormente a execugdo dessa pesquisa que, além das

substancias encontradas, mostrou uma atividade antioxidante promissora da espécie

e € um dos poucos a descrever a composi¢ao quimica de um extrato glicdlico.

Pontualmente, por meio desta dissertacédo, conclui-se que:

1. Quanto a atividade antioxidante de P. coccinea:

Extratos metandlicos: ndo apresenta diferenca entre os métodos de
extracdo, tendo sido avaliadas a extragao assistida por ultrassom (30
min), a maceracao a temperatura ambiente (72 h) e a maceracao a 30
°C (72 h);

Extrato glicélico: maceracédo a 30 °C gera o extrato de maior atividade
antioxidante;

Atividade do extrato metandlico: superior a dos extratos glicolicos e
detectavel pelo teste do DPPH em creme a 1 % (m/m).

2. Quanto a atividade fotoprotetora de P. coccinea:

Os extratos absorvem na regido do UVB, mas nado exibem atividade
fotoprotetora direta;

Ha potencial de atividade dos extratos metandlicos e glicélico obtido por
maceracgao a 30 °C como protetores indiretos.

3. Quanto a avaliagdo quimica dos extratos por ESI(-)-MS e ESI(-)-MS/MS:

Os extratos metandlicos exibem perfis semelhantes entre si.
Os extratos glicolicos obtidos pelos diferentes métodos apresentam
diferencas quanto a composicao.
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e Foram encontrados os flavonoides 2”-O-B-D-glucopiranosil-vitexina,
isovitexina e vitexina nos extratos de P. coccinea com maior atividade

antioxidante.

4. Quanto a avaliagéo dos extratos de maior atividade por HPLC-DAD:

e Os extratos metandlico (ultrassom) e glicolico (maceragcdo a 30°C)
mostraram perfis semelhantes por HPLC-DAD.

e A presenca de 2’-O-B-D-glucopiranosil-vitexina, isovitexina e vitexina
foi confirmada em ambos os extratos.

e Foram encontrados (2,28 + 0,06) mg g de isovitexina no extrato
metandlico (ultrassom) e (0,18 + 0,01) mg g' no extrato glicdlico
(maceracéo 30 °C). O poder extrator do propilenoglicol é relativamente
baixo.

Diante da atividade antioxidante apresentada pela espécie, algumas perspectivas
futuras a este trabalho sao:

A investigacao dos extratos in vivo.

O teste de novos métodos de extracdo que aumentem o poder extrator
do propilenoglicol.

O emprego de outras formas de extracdo com outros solventes.

A maior caracterizacdo quimica dos flavonoides presentes nos

diferentes extratos da planta.

O estudo da variabilidade sazonal dos constituintes e da atividade
antioxidante da espécie.
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