QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES EM EXTRATOS DE Passiflora spp.
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INTRODUCAO

O género Passiflora € o mais importante da familia Passifloraceae, visto que espécies deste
género sdo frequentemente empregadas na medicina popular principalmente devido as suas
propriedades sedativas e ansioliticas. As folhas de varias espécies de Passiflora sdo usadas
popularmente sob a forma de chas, como calmante e suave indutor do sono (COSTA, 2013).
Além disso, o género Passiflora esta incluso na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse no SUS de 2010 (RENISUS), como plantas medicinais que podem gerar produtos de
interesse no desenvolvimento de fitoterapicos para uso da populacdo, com seguranca e
eficacia para o tratamento de determinadas doengas. Desta forma, o Ministério da Salde
incentiva estudos com os géneros presentes no RENISUS, evidenciando a importancia do
estudo do género Passiflora. De acordo com Ferreira (2006), no Brasil, o acervo de
germoplasma de Passiflora consta de mais de 57 espécies e 599 acessos, sendo que o0 banco
de germoplasma da Embrapa apresenta 0 maior nimero de acessos, incluindo hibridos do
programa de melhoramento genético. Apesar do grande interesse pelo estudo de plantas com
reconhecida atividade medicinal, ainda existem espécies do género Passiflora que ndo foram
estudadas do ponto de vista fitoquimico. Os flavonoides se apresentam em abundancia no
género Passiflora. A importancia farmacolégica torna-os a classe de compostos com maior
interesse de estudo. Os mesmos sdo responsaveis pela atividade ansiolitica apresentada por
algumas espécies, sendo alguns desses flavonoides considerados marcadores
guimiotaxénomicos (SAKALEM et al., 2012). Atualmente a técnica mais utilizada, e uma das
principais, para a deteccdo e quantificacdo de flavonoides é a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia na regido do UV-Visivel através de um sistema de arranjo de diodos (CLAE-DAD)
(GOMES, 2013).

METODOLOGIA

A coleta das folhas dos dois acessos de P. suberosa (BGP 152 e BGP 193) e do Hibrido fruto
de cruzamento genético desses acessos (BGP 152 x 193) foi realizada em abril de 2015 na
cidade Cruz das Almas — Bahia, na EMBRAPA Mandioca e Fruticultura. O material vegetal
foi submetido a secagem em estufa (45+3 °C) até peso constante, trituracdo em liquidificador
industrial das partes aéreas da planta e, posteriormente, extragdo por maceracdo utilizando
metanol como solvente extrator, onde foi obtido o extrato metandlico bruto, o qual foi
fracionado por particio com solventes de diferentes polaridades, obtendo-se as fragoes
hexanica, cloroférmica e acetato de etila. Os extratos secos obtidos foram submetidos a
técnica de CLAE-DAD para tragar o perfil quimico da espécie em estudo pelo método



determinado. A separacdo cromatogréafica foi realizada em coluna fase reversa LiChroCART
Purospher StaR® RP18-e¢ (250 mm x 4,6 mm i.d.) (5um) (Merck, Darmastad, Germany)
combinado com pré-coluna apropriada da Merck. O gradiente de eluicédo utilizado foi solugéo
de &cido acético 0,7% e acetonitrila (MeCN): &cido acético 0,7% (8:2) especificado na Tabela
1. As condig¢des cromatograficas incluiram: fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢ao de 20uL,
faixa de comprimento de onda de 200-400 nm.

Tabela 1 — Gradiente de elui¢do

Tempo (min) | Acido Acético % | Acido Acético + MeCN %
0:00 88 12
10:00 80 20
30:00 75 25
30:01 70 100
33:00 0 100
36:00 88 12
38:00 88 12

Os cromatogramas foram comparados, em diferentes comprimentos de onda, quanto ao
namero de picos e a resolucdo dos mesmos. A presenca dos marcadores vitexina, orientina,
isovitexina e isoorientina foi detectada na analise cromatografica em diversas fracdes
analisadas. Esses flavonoides foram identificados no cromatograma através da comparacao
das bandas no UV apresentadas com a de seus padrfes comerciais, bem como do tempo de
retencdo que 0s mesmos apresentaram no método, além de fortificacdo das fracdes, tendo seus
valores quantificados. O método foi validado de acordo com os pardmetros de seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, especificados em
a Resolucdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-
008, de margo/2003.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracfes da vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina foram calculadas a partir da
curva de calibracdo. As equagdes de regressdo foram obtidas a partir da curva de calibracdo
para investigar linearidade. Todas as curvas de calibracdo dos compostos exibiram coeficiente
de correlacdo (R2) acima de 0,99. O maior LD (Limite de deteccdo) encontrado foi de 0,609
pg/mL, enquanto o maior LQ (Limite de quanificagdo) foi de 2,033 pg/mL, mostrando alta
sensibilidade para todos os compostos. A equacgédo de regressdo, o coeficiente de correlacdo
(R2) e 0s LD e LQ dos 4 compostos foram dados na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados da regressao linear, limite de deteccéo e limite de quantificacdo das 3
substancias identificadas

- Intervalo } , LD LQ
Substancia (ng/mL) Equacéo da reta R (ug/mL) (ug/mL)
Vitexina 5,0-500,0 y =1158,1x + 3,157 0,9999 0,609 2,033
Isovitexina 1,0-300,0 y =1742,7x + 6,1224 0,9991 0,120 0,402
Orientina 5,0-500,0 y =1039,3x + 0,671 0,9999 0,086 0,287

Isoorientina 1,0-300,0 y = 2030,6x + 10,135 0,9976 0,125 0,417

*y= &rea do pico. X= concentracao injetada

A precisdo foi avaliada pelo teste de repetibilidade, usando trés concentracdes diferentes de
solugdes padrdo. Os valores de desvio padrdo relativo (DRP) ficaram todos abaixo do
preconizado, ou seja, menores que 5,0%. A exatiddo deste método foi determinada pelo teste



de recuperacdo, também usando trés concentracbes diferentes de solucGes padrdo. As
recuperacgdes variaram de 80 — 106 % em todas as concentragdes testadas das 4 substancias.
Os resultados da quantificacdo encontram-se apresentados na Tabela 3, mostrando a variacao

das substancias encontradas nos diferentes extratos.

Tabela 3 - Valores da quantificacdo de vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina nas
espécies analisadas

A BGP 152 Concentracgao (ng/mL)

Substancia

Extrato Bruto | Fragdo Hexanica | Fracdo Cloroformica | Fragdo Acetato
Vitexina ** - 6,25 24,30
Isovitexina ** - 3,88 11,75
Orientina ** - - 46, 24
Isoorientina ** - 1,66 19,63
Substancia BGP 193 Concentracgao (ng/mL)

Extrato Bruto | Fragdo Hexanica | Fracdo Cloroférmica | Fragdo Acetato
Vitexina - - - -
Isovitexina - - 11,82 -
Orientina - - - -
Isoorientina - - 10,38 -
Substancia BGP 152x193 Concentracio (ng/mL)

Extrato Bruto | Fragdo Hexanica | Fracdo Cloroférmica | Fragdo Acetato
Vitexina 1,94 - 14,11 12,13
Isovitexina 0,68 - 9,97 2,57
Orientina - - - 18,98
Isoorientina *x - 6,43 ol

- Substancia ndo detectada; ** Valores abaixo da curva de linearidade

O extrato bruto da BGP 152 apresentou 4 substancias quantificadas, contudo em baixas
concentragdes, o que fez com os valores ficassem abaixo da faixa de linearidade e do LQ, ndo
permitindo sua quantificacdo. Da mesma forma ocorreu com a isoorientina no extrato bruto e
na fracdo acetato da BGP 152x193. No geral, as fracGes acetato e cloroférmio foram as que
apresentaram maiores valores de teores das 4 substancias, evidenciando maior afinidade
desses flavonoides com o cloroférmio e o acetato de etila. Na espécie BGP 193, s6 foi
possivel encontrar a presenca da isovitexina e isoorientina na fracdo cloroférmica. Ja a
orientina apresenta-se apenas nas fracdes acetato de BGP 152 e BGP 152 x 193, o que sugere
gue a espécie BGP 152 x 193, fruto de melhoramento genético das espécies BGP 152 e BGP
193, herdou a presenca dos flavonoides analisados em suas fragdes do parental BGP 152.

Entretanto nos extratos de BGP 152 foram encontradas maiores concentragdes dos
flavonoides na fracdo acetato de etila, j& no BGP 152x193 a fragdo cloroférmica apresentou
maior concentracdo dessas substancias na fracdo cloroférmica com excecdo da orientina. Este
fato pode ser melhor compreendido tendo em vista a variacdo da composicdo de metabolitos
secundarios de cada acesso, 0 que pode causar deslocamento na retencdo desses compostos
pelo solvente devido aos diferentes graus de afinidade, uma vez que com cloroférmio é
possivel realizar a extracdo de lignanas, flavonoides, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos e
cumarinas; enquanto que o acetato de etila possibilita a extragdo de flavonoides, taninos,
Xantonas, &cidos triterpénicos, saponinas e compostos fenolicos em geral (CECHINEL
FILHO; YUNES 1998). Estes outros ndo foram quantificados nesse estudo. Os resultados da
validacdo apresentaram valores de linearidade, exatiddo, precisao, Limite de Quantificacéo e



Limite de Deteccdo de acordo com os parametros estabelecidos pela ANVISA. Os dados
encontrados corroboram com os valores presentes em literatura. Zucolotto (2011) conseguiu
identificar por CLAE-DAD flavonoides glicosilados em extrato bruto de sete espécies de
Passiflora, dentre elas a P. quadrangulares, reforcando a presenca desses flavonoides
extensivamente no género.

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a avaliacdo da composi¢do quimica de espécimes de P. suberosa e
de seu Hibrido, oriundas de cruzamento genético através da analise por CLAE-DAD. Foi
possivel também quantificar os marcadores quimicos vitexina, isovitexina, orientina e
isoorientina nos espécimes, mostrando a maior presenca do marcador orientina nas fragdes
estudadas. A presenca dos marcadores nas fragdes da BGP 152x193 permite inferir uma
possivel heranca genética transmitida dos espécimes parentais para o Hibrido.
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