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RESUMO

As cisteino proteases, catepsinas B, C e K, estdo diretamente envolvidas com a
depresséao e ansiedade e por isso podem ser utilizadas como alvo bioldgicos na
busca de farmacos ansioliticos. Como espécies de Passiflora séo utilizadas
tradicionalmente para o tratamento da ansiedade, plantas desse género
apresentam potencial para a busca de inibidores de cisteino proteases, podendo
atuar auxiliando no tratamento da ansiedade. Assim, o objetivo deste trabalho foi
isolar inibidores de cisteino proteases, utilizando a papaina como modelo, por
meio do isolamento bioguiado de metabdlitos secundarios com as espécies
Passiflora cincinnata, P. edulis e P. foetida. Os extratos das partes aéreas das
espécies foram obtidos por maceracdo utilizando etanol (1:4, m/v; 72 h). O
extrato com maior inibicdo enzimatica foi fracionado por particéo liquido-liquido
(PLL), utilizando hexano, diclorometano e acetato de etila. A fragdo com maior
inibicdo enzimética foi submetida a cromatografia liquida classica (CLC) e
posteriormente a subfracdo mais ativa foi analisada e submetida ao isolamento
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Extratos (125; 250 e 500
nug.mL?Y), fracdes e subfracdes (500 pg.mL1), e substancias isoladas (250 a
15,62 pg.mL1) foram avaliados quanto ao efeito de inibicdo da papaina, em
pocos construidos em placa de petri contendo agar/leite, por método
desenvolvido no laboratério. Os compostos fendlicos e flavonoides totais dos
extratos foram quantificados em espectrofotdmetro utilizando reagente Folin-
Ciocalteu e AICI3, respectivamente. Dentre o0s extratos das trés espécies,
observou-se que a Passiflora foetida (PF) apresentou a maior inibicdo enziméatica
(40,1% = 2,16), e que, o extrato dos galhos (PFG) dessa espécie teve o maior
percentual de inibicdo (47,2% + 2,55). O PFG apresentou teor de compostos
fendlicos e flavonoides de 49,42 + 0,92 mg EqQAG/g, e 19,39 + 1,98 mg EQQUE/qg,
respectivamente. Além da presenca de flavonoides neste extrato, detectou-se a
presenca de antraquinonas, alcaloides, triterpenos e acidos graxos. Como a
fracdo diclorometano (PFGD), obtida do extrato PFG ap0s PLL, apresentou a
maior inibigcdo enzimética (38,31% = 0,09), ela foi submetida a CLC. A subfracao
PFGD-E (45,83% £ 0,79) apresentou um dos melhores resultados de inibicdo
enzimatica, e massa suficiente para seguir o processo de isolamento (HPLC), e
assim foi selecionada. Apds otimizacdo da separacdo cromatografica desta
subfracao obteve-se seis fracfes (PFGD-E1 a PFGD-E6). O processo de analise
por RMN, mostrou que trés estavam ainda em mistura (PFGD-E2 a PFGD-E4),
e que a classe predominante dessa mistura, sdo as flavanonas. As outras trés
fracbes (PFGD-E1, PFGD-E5, PFGD-E6) foram identificadas como sendo os
flavonoides: 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavonona (E1), 5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxi-
flavonona (E5) e 5-hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona (E6). As substancias E5 e E6
(250 pg.mLt) apresentaram inibicdo enzimatica de 13,66% + 3,26 e 18,73% *
4.27, respectivamente, uma baixa inibicdo quando comparado com a fragéo
PFGD-E (45.83% + 0.79). As substancias E1, E5 e E6 foram submetidas a
“docking molecular” com as catepsinas B, C e K, onde se observou uma maior
afinidade frente a catepsina C. Em vista disso, conclui-se que a espécie em
estudo possui potencial de inibicdo de cisteino proteases, entretanto, estas
substancias, isoladamente, ndo sdo as maiores responsaveis pela atividade
observada nos extratos e fragoes.

Palavras-chave: Passiflora, flavonoides, fenadis, protease, inibicdo enzimética.



ABSTRACT

The cysteine proteases, cathepsins B, C and K, are directly involved with
depression and anxiety and therefore can be used as biological targets in the
search for anxiolytic drugs. As Passiflora species are traditionally used for the
treatment of anxiety, plants of this genus have potential to search for cysteine
protease inhibitors, which can improve in the treatment of anxiety. Thus, the
objective of this work was to isolate cysteine protease inhibitors, using papain as
a model, through bioguided isolation of secondary metabolites with the species
Passiflora cincinnata, P. edulis and P. foetida. Extracts of aerial parts of the
species were obtained by maceration using ethanol (1:4, m/v; 72 h). The extract
with the highest enzymatic inhibition was fractionated by liquid-liquid partition
(PLL), using hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The fraction with the
highest enzymatic inhibition was subjected to classical liquid chromatography
(CLC) and later the most active subfraction was analyzed and subjected to
isolation by high performance liquid chromatography (HPLC). Extracts (125; 250
and 500 pg.mL-1), fractions and subfractions (500 pg.mL-1), and substances
(250 to 15.62 pg.mL-1) were evaluated for papain inhibition, in wells constructed
in a petri dish containing agar/milk, by a method developed in the laboratory. The
total phenolic compounds and flavonoids of the extracts were quantified in a
spectrophotometer using Folin-Ciocalteu and AICI3 reagents, respectively.
Among the extracts of the three species, it was observed that Passiflora foetida
(PF) presented the highest enzyme inhibition (40.1% + 2.16), and that the
branches extract (PFG) of this species had the highest percentage of inhibition
(47.2% = 2.55). The PFG presented phenolic compounds and flavonoids content
of 49.42 + 0.92 mg EqAG/g, and 19.39 £ 1.98 mg EqQUE/g, respectively. In
addition to the presence of flavonoids in this extract, anthraquinones, alkaloids,
triterpenes and fatty acids was detected. As the dichloromethane fraction
(PFGD), obtained from the PFG extract after PLL, showed the highest enzymatic
inhibition (38.31% £ 0.09), it was submitted to CLC. The PFGD-E subfraction
(45.83% = 0.79) showed one of the best enzymatic inhibition results, and
sufficient mass to follow the isolation process (HPLC), and so it was selected.
After optimizing the chromatographic separation of this subfraction, six fractions
were obtained (PFGD-E1 to PFGD-E6). The NMR analysis process showed that
three were still in mixture (PFGD-E2 to PFGD-E4), and that the predominant
class of this mixture are flavanones. The other three fractions (PFGD-E1, PFGD-
E5, PFGD-E6) were identified as flavonoids: 5,4'-dihydroxy-7-methoxy-flavanone
(E1), 5-hydroxy-7,3',4'-trimethoxy-flavanone (E5) and 5-hydroxy-7,4'-dimethoxy-
flavone (E6). Substances E5 and E6 (250 pg.mL-1) showed enzyme inhibition of
13.66% + 3.26 and 18.73% * 4.27, respectively, a low inhibition when compared
to the PFGD-E fraction (45.83% + 0.79). Substances E1, E5 and E6 were
subjected to molecular docking with cathepsins B, C and K, where a greater
affinity towards cathepsin C was observed. In view of this, it is concluded that the
species under study has the potential to inhibit cysteine proteases, however,
these substances, alone, are not the main responsible for the activity observed
in the extracts and fractions.

Keywords: Passionfruit, flavonoids, phenols, protease, enzyme inhibition.
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“Nao fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e corajoso! Nao se apavore nem
desanime, pois o0 Senhor, o seu Deus, estara com vocé por onde vocé andar.”
Josué 1:9
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1 INTRODUCAO

O nordeste brasileiro tem 0 maior niumero de espécies medicinais nativas,
e a caatinga € o0 seu principal bioma, com uma grande diversidade de
publicacbes sobre floristica, fitoquimica e etnobotanica. Cada planta possui
diferentes caracteristicas medicinais, servindo muitas vezes para comunidades
como um meio bastante eficaz para o tratamento de algumas enfermidades [*1. A
situacdo econbmica e a tradicdo cultural de grande parte dos paises em
desenvolvimento estimulam a populacdo a usar as plantas medicinais no

atendimento primario de satde @ .

As plantas medicinais despertam o interesse para a busca de novos
recursos terapéuticos por meio de investigacdes cientificas, no intuito de
descobrir novos candidatos a farmaco e desenvolver, a partir disso,
medicamentos alopaticos e/ou fitoterapicos . Ao compreender como elas séo
utilizadas nas comunidades, a sua identificacdo e investigacdo mais detalhada
no contexto da medicina tradicional, pode gerar a incorporac&o no setor de saude
publica. A producdo de novos fitoterapicos podem auxiliar na Atencao Primaria

a Saude no que diz respeito ao Sistema Unico de Saude (SUS) [4.

As plantas sdo fontes ricas em metabdlitos secundéarios com diferentes
funcdes ecoldgicas, como a protecdo de ataques de insetos e herbivoros,
incidéncia da radiacdo ultravioleta, doencas etc. Diferente dos metabdlitos
primarios, onde estao incluidos os lipideos, protideos e glicidios, que possuem
fungbes vitais definidas, os metabdlitos secundarios, em geral, apresentam
estrutura complexa, baixa massa molecular, atividade biol6gica marcante e séo

encontrados em concentragdes muito baixas 5 ©l,

Espécies do género Passiflora, como a Passiflora foetida, Passiflora
cincinnata e Passiflora edulis, utilizadas pela medicina tradicional, sdo de grande
importancia para a industria, por possuirem uma matéria prima valiosa, como os
frutos e folhas, na qual rendem sucos e chas utilizados pela populacdo para
tratamento de doencas ["l. A Passiflora edulis é a espécie com maior produgao
de frutos, e consequentemente com maior aquisicao pela populagéo, usados
normalmente como relaxantes e calmantes, com estudos que comprovam esses

efeitos em suas partes aéreas 1. Os frutos da Passiflora cincinnata e Passiflora



foetida sao utilizados principalmente pela populacdo da zona rural, sendo que
além do suco da polpa, também se faz uso das folhas para o preparo de chas,

com agéo calmante .

Muitas espécies do género Passiflora séao utilizados pela medicina
tradicional, principalmente como sedativos, ansioliticos e anticonvulsivantes, e
esses efeitos ja foram comprovados cientificamente ['%. O uso tradicional dessas
espécies de Passiflora como alimento e no tratamento de certas enfermidades,
estimulam a investigagcdo mais profunda de suas propriedades quimicas e
bioldgicas, para ratificar o seu uso e assim abrir possibilidades de transformar

esses produtos naturais em medicamentos.

Atualmente é possivel adquirir em farmacias, medicamentos constituidos
por extratos ou folhas de Passiflora, como o Seakalm®, Ansiodoron® e A saude
da mulher® (FIGURA 1).

FIGURA 1. Medicamentos a base de Passiflora. Seakalm®: composto por
Passiflora incarnata L.; Ansiodoron®, por P. alata, Valeriana officinalis e Avena
sativa; e A Saude da Mulher®, por P. alata, casca de laranja amarga, salicilato

de sédio e tintura de Pluméria lancifolia (agoniada).

‘
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FONTE: Ultrafarma [19],

A maior parte dos estudos relatam a presenca principalmente, de

flavonoides [''-13], com diversas propriedades bioldgicas, entretanto com estudos



voltados sobretudo na atividade sedativa, antiespasmoddica e ansiolitica ['4l.
Contudo, por conta da grande diversidade de metabdlitos secundarios bioativos
presentes nesse género, ha um aumento crescente de estudos do potencial
bioldgico das espécies de Passiflora para outras enfermidades e com ensaios

envolvendo enzimas como alvos bioldgicos [15-18],

E importante ressaltar que as enzimas tém sua contribuicdo no que diz
respeito ao desenvolvimento de farmacos, pois muito dos farmacos presentes
no mercado foram descobertos atraves da inibicdo de enzimas importantes em
processos fisioldgicos e patoldgicos 29, Por exemplo, os farmacos: Captopril® e
Enalapril® sao inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), enzima
importante em doencas do sistema circulatorio. Os inibidores seletivos de
cicloxigenase-2 (COX-2), enzima importante em processos inflamatoérios,
também sdo exemplos de potenciais biolégicos descobertos utilizando ensaios

de inibicdo enzimética.

Estudos comprovam que nos ultimos anos a papaina, assim como outras
cisteino proteases tém sido utilizadas como alvo terapéutico para a descoberta
de novos farmacos para diversas doencgas, como por exemplo a artrite, doencas
vasculares, cancer, assim como também tém sido vistos como novo potencial
para a descoberta de farmacos que podem ser utilizados no tratamento de

doencas infecciosas e alérgicas [?1-23],

1.1 Passiflora

O género Passiflora constitui de trepadeiras herbaceas, normalmente com
gavinhas e poucas com ervas eretas. Sao especies arbustivas, conhecidas como
pequenas arvores com caules cilindricos e com bastante ramificacdes. Podendo

atingir de cinco a dez metros de comprimento 24,

As flores dessa espécie apresentam aspectos que possibilitam a ocorréncia
de polinizacédo cruzada, por serem grandes, atraentes e coloridas, e exalarem
um odor caracteristico e forte, além de possuir néctar em abundéancia,

encontrado na base da corona 23],



No Brasil, as espécies de Passiflora alata, P. caerulea, P. cincinnata, P.
edulis, P. edulis f. flavicarpa, P. laurifolia, P. nitida, P. quadrangularis, P.
racemosa e P. speciosa sao de grande importancia para a economia nacional,
além de serem cultivadas em escala comercial para producéo, principalmente,

do suco simples e concentrado, pd, néctar, licor, vinho e geleia [26l,

Este género é conhecido popularmente em diferentes paises por suas
propriedades medicinais e funcionais, em especial, por seu efeito calmante e
relaxante. No interior do Brasil, principalmente nas areas rurais, as frutas frescas
e secas sdo utilizados, na forma de chas ou sucos, para o tratamento de algumas
doencgas, como: ansiedade, insOnia, tremores em idosos, diabetes, obesidade,

entre outras [,

1.1.1 PERFIL QUIMICO

O uso popular e as atividades biolégicas comprovadas de plantas
medicinais estdo relacionados a presenca de constituintes quimicos de classes
distintas, e assim os metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Passiflora possuem grande interesse medicinal.

Entre os constituintes quimicos mais frequentemente citados como
presentes nessas espécies estdo os flavonoides, que sdo compostos bioativos
do grupo dos polifendis, conhecidos principalmente por serem responsaveis em
proteger a planta contra danos oxidativos [?7l. Os flavonoéides possuem varias
atividades bioldgicas, como acao antiinflamatdria 28, antiviral 29, antibacteriana
[30], antialérgica U e vasodilatadora 32, e estdo associados a prevencdo de
doencas crénicas, como o cancer 33 e as doencas cardiovasculares 4. Esse
género é rico em compostos fendlicos, em especial os flavonoides C-glicosilados
derivados da luteolina (1) e apigenina (2): orientina (3), isoorientina (4), vitexina
(5), isovitexina (6); e os nao glicosilados como quercetina (7) e campferol (8)
(FIGURA 2).



FIGURA 2. Principais flavonoides ja identificados em espécies de Passiflora.

R1

FLAVONOIDES R; R2 R3 R4 Rs Passiflora FONTE:

(1) Luteolina OH OH H H H P. foetida Nguyen et. al (2015) [33
(2) Apigenina H OH H H H P. edulis Yuan et. al (2017) (6
(3) Orientina OH OH H GLICOSE  H P. tripartita Costa et. al (2016)17
(4) Isoorientina  OH OH GLICOSE H H P. bogotensi Costa et. al (2016) 7
(5) Vitexina H OH H GLICOSE H P. quadrangularis Costa et. al (2016) 57
(6) Isovitexina H OH GLICOSE H H P. alata Costa et. al (2016) B
(7) Quercetina OH OH H H OH P. incarnata Masteikova et. al (2008)[8
(8) Campferol OH H H H OH P. palmeri Ulubelen et. al (1984)E9

Os alcaloides presentes em Passiflora sdo do tipo indolicos, que
compreendem o segundo grande grupo de alcaloides atualmente conhecidos,
como o harmana (9), harmol (10), harmina (11), harmolol (12) e harmalina (13)
(FIGURA 3) [, Muitos tém valor na medicina como tranquilizantes *1, anti-
inflamatério 2! e tratamentos contra o cancer [“3l. Os alcaloides desempenham
papel importante no estoque de nitrogénio e transporte deste no organismo, além
disso, alcaloides de nucleo aroméaticos, como quinolinicos e inddlicos, podem
desempenhar funcdo de protecdo a radiacdo ultravioleta, mas tendo como

principal funcdo a defesa quimica das plantas contra predadores .



FIGURA 3. Principais alcaloides ja identificados em espécies de Passiflora.

N N
\_4 -
R NH CH, R NH CHg
(9) Harmana R=H

(10) Harmol R = OH
(11) Harmina R = OCH,

(12) Harmalol R = OH
(13) Harmalina R = OCH,

FONTE: Hamid et. al, 2017 [401,

O género Passiflora também é rico em saponinas triterpénicas, como o
guadrangulosideo (14) e o acido 3-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-4-D-
xilopiranosideo (15) (FIGURA 4) 3. A sua estrutura quimica pode ser do tipo
glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, que produzem espuma
persistente em solugdo aquosa. Algumas saponinas apresentam atividade
hemolitica, contudo, quando administradas por via oral, sdo praticamente

atoxicas L.

FIGURA 4. Principais saponinas ja identificados em espécies de Passiflora.

(14) Quadrangulosideo (15) Acido 3-O--D-glicopiranosil-(1—2)-B-D-xilopiranosideo
R = Gentiobiose R = Glicose(1—2)Glicose

FONTE: Gosmann et.al, 2011 131,



O conhecimento atual sobre a composicdo quimica e atividades
farmacologicas de espécies do género Passiflora exibe o seu potencial para o
desenvolvimento de medicamentos ansioliticos e hipnoticos/sedativos, tendo
grande potencialidade para contribuir no desenvolvimento de novos
medicamentos. As pesquisas realizadas com o propdésito de isolar e identificar
metabolitos secundarios bioativos contribuirdo para a descoberta de futuros
farmacos, colaborando assim para o avanco farmacoldgico e biolégico da

espécie [10. 11, 44,45]

1.1.2 Passiflora edulis

A espécie de Passiflora edulis (FIGURA 5) € uma das mais populares, por
sua relevancia como matéria prima para a producdo de suco. E conhecida
popularmente como maracuja-amarelo, maracuja-roxo ou maracuja-azedo. E
uma espécie nativa do Brasil, mas que pode ser encontrada em regides tropicais

e subtropicais, com algumas modificacdes genéticas 161,

FIGURA 5. Fotografias da espécie Passiflora edulis com destaque para a suas

partes aéreas (flor, a esquerda; folhas e fruto, a direita).

FONTE: Préprio Autor.

Essa espécie produz frutos comestiveis, utilizados na industria alimenticia,

na producdo de sorvetes, vinhos, coquetéis e sobremesas. Seu cultivo esta



basicamente voltado para a industria, em especial, devido ao seu sabor mais
acido e maior rendimento, além de apresentar em sua composic¢ao elevado teor

de carotenoides .

Casca e semente desse maracuja, sdo subprodutos da industria de
alimentos, que podem apresentar interesse tecnoldgico e biolégico, onde mais
de 75% deste residuo poderia ser transformado em ingrediente com
propriedades bioativas para promocéo de saude #71. Passiflora edulis tem sido
usada medicinalmente na América do Sul como: sedativa, diurética, anti-
helmintica, antidiarreica, estimulante, ténico, e também no tratamento da

hipertenséo, sintomas da menopausa e célica em bebés [Fl.

Estudos comprovam a eficacia dessa planta (P. edulis) para algumas
atividades biologicas, como a farinha da casca de seu fruto que apresentou
atividade antihiperglicemiante 8], o extrato etandlico das cascas que apontou
efeito anti-inflamatdrio 9, efeitos neuro-protetores foram expressos no extrato
acetdnico das folhas e galhos %, em outro estudo o extrato etandlico das partes
aéreas apresentou efeito ansiolitico [ e também foi visto o efeito antidepressivo

no extrato etandlico das folhas e galhos 1,

Por ser uma das espécies mais estudadas da familia Passifloraceae, ja
foram identificadas varias classes de constituintes fitoquimicos, tais como
flavonoides, alcaloides, saponinas, esteroides e terpenos, cumarinas,

glicosideos cardioativos, carboidratos e aminoacidos néo proteicos 52 531,

As substancias majoritérias, e rendimentos com base na massa do extrato
bruto, que ja foram isoladas desta espécie, sdo os flavonoides: luteolina — 0,01%
(1), apigenina — 0,02% (2); isoorientina — 0,04% (4), isovitexina — 0,06% (6), a
lignana: (+)-syringaresinol — 0,03% (16), e o esteroide: B-sitostenona — 0,09%
(17) 138 (FIGURA 6).



FIGURA 6. Metabdlitos secundarios isolados da espécie P. edulis.
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(16) (+)-Syringaresinol (17) B-Sistostenona

FONTE: Yuan et. al, 2017 3¢l

1.1.3 Passiflora cincinnata

A espécie de Passiflora cincinnata (FIGURA 7), popularmente conhecida
como maracuja-do-mato e maracuja-silvestre, € espontanea na regiao semiarida
do nordeste brasileiro, possui resisténcia a seca, pragas e doencas, sendo,
portanto, uma cultura perene 4, Esta espécie pode ser encontrada também em
regibes de matas Uumidas, com denominacfes populares regionais diversas:
maracuja-mochila, maracuja-tubardo, maracuja-bravo, maracuja de casca verde

e maracuja do mato [55 561,



10

FIGURA 7. Fotografias da espécie Passiflora cincinnata com destaque para a

suas partes aéreas (flor, folhas, a esquerda; e fruto, a direita).

FONTE: Préprio Autor.

Segundo Zucarelli (2009) B, a P. cincinnata tem sido utilizada por
populacdes tradicionais para fins nutricionais, ornamentais e medicinais. O
extrativismo desta planta cresce com a producdo de doces e geleias nas
industrias instaladas nos municipios de Curaca, Uaua e Canudos, no interior do
estado da Bahia 58,

E bastante utilizada na medicina popular, principalmente no nordeste
brasileiro, contudo ha uma deficiéncia muito grande de estudos para esta
espécie, principalmente, quanto a suas propriedades farmacoldgicas e
medicinais. Ja foram relatadas as atividades antimicrobiana no extrato
hidroalcéolico das partes aéreas 9, ja o extrato etandlico das partes aéreas
apresentou potencial anti-inflamatério 6% e em outro estudo a solucéo aquosa da

polpa da fruta apontou efeito antioxidante 61,

As classes de metabdlitos ja identificadas nessa espécie sdo: taninos
condensados, flavonas, flavonondis, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaldides 62 631, Amaral (2018) [64
isolou seis flavonoides das folhas de Passiflora cincinnata, e obtiveram os
seguintes rendimentos percentuais (m/m) com base na massa do extrato bruto
isoorientina — 0,16% (4), isovitexina — 0,26% (6), isoscoparina — 0,06% (18),
isoorientina-(1—2)O-B-xilosideo - 0,04% (19), isovitexina-(1—2)O-G-
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glicopiranosideo — 0,19% (20) e Isovitexina-(1—2)O-B-xilosideo — 0,05% (21)
(FIGURA 8).

FIGURA 8. Metabolitos secundarios isolados da espécie P. cincinnata.

OH OH
(20) Isovitexina-(1—2)O-B-glicopiranosideo (21) Isovitexina-(1—2)O-B-xilosideo

FONTE: Amaral, 2018 641,

1.1.4 Passiflora foetida

A Passiflora foetida (FIGURA 9) tem origem em areas tropicais da América
do Sul e india ocidental, contudo, também se encontra presente em outras
regibes ao redor do mundo. E conhecido como maracuja-catinga, maracuja de

cobra, maracuja de lagartinho, maracuja de sapo, maracuja de raposa, maracuja
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hirsuto do Sul, maracuja de cheiro, maracuja fedorento e maracuja de estalo,
devido ao som produzido pelo fruto quando espremido ou esmagado. Suas
folhas quando esmagadas exalam um odor forte, que para algumas pessoas

chega a ser desagradavel [%9],

FIGURA 9. Fotografias da espécie Passiflora foetida com destaque para suas

partes aéreas (flor, a esquerda; folha e fruto, a direita).

FONTE: Proprio Autor.

Ela tem sido muito explorada comercialmente em alguns paises, em
especial na india, devido as suas importantes propriedades medicinais, como o
tratamento da histeria e insbnia. As folhas sdo aplicadas a cabeca para
tratamento da vertigem e dores. No Brasil o extrato das folhas € usado de forma
topica para tratamento de erisipela, doencas de pele e inflamacdes, e seus frutos

sdo usados para tratar asma e distrbios biliares [66-68],

Esta espécie demonstrou atividades anti-inflamatérias através do extrato
metandlico dos galhos 3. Além disso o extrato etandlico das folhas apresentou
atividade analgésica e anti-inflamatorial®, o extrato etanol/acetona das folhas e
frutos mostrou potencial antibacteriana ], o extrato etandlico das partes aéreas
apresentou potencial analgésico, antidiarreico e citotoxica ' e o extrato

metandlico das folhas demonstrou atividade antidepressivo 2.

Os principais constituintes fitoquimicos presentes na Passiflora foetida

sdo compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, saponinas, glicosideos
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cardiacos e policetideos a-pironas 73 74, De acordo com estudos feitos por Song
et. al (2018) ["®, foi possivel identificar mais de 65 compostos presentes nos
frutos, sendo 39 agliconas fendlicas, 14 glicosideos fendlicos e 22 ésteres
fendlicos, através da cromatografia liquida de alta performance acoplada a

espectrometria de massas.

No estudo de Nguyen et. al, (2015) 133, a partir da fracéo acetato de etila,
foi possivel isolar dez flavonoides, entre eles a: luteolina — 0,07% (1), orientina —
0,08% (3), vitexina-2-O-xilosideo — 0,05% (22), crisoeriol — 0,03% (25) e tricina
—0,03% (26) (FIGURA 10). Seus rendimentos percentuais foram calculados com

base na massa da fracao acetato de etila, como pode ser observado.

FIGURA 10. Metabdlitos secundarios isolados da espécie P. foetida.

OH OH

(23) PassifloricinaB -R =H

(22) Vitexina 2"-O-xilosideo (24) Passifloricina C - R = Ac

(25) Crisoeriol (26) Tricina

FONTE: Nguyen et. al, 2015 [3%; Echeverri, et.al 2001 4],
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ECHEVERRI et.al (2001) "4, a partir da frac&do acetato de etila, isolou pela
primeira vez trés policetideos a-pironas (encontradas somente na resina da
Passiflora foetida), com os respectivos rendimentos: passifloricina A — 1,25%
(27), passifloricina B — 1,66% (23) e passifloricina C — 2,5% (24) (FIGURA 7).
Em 2003, Murga et. al [l publicou uma sintese da passifloricina A com uma

correcdo na sua estrutura, possivel de ser visualizada na FIGURA 11.

FIGURA 11. Estrutura quimica da Passifloricina A proposta por Echeverri e sua

estrutura corrigida por Murga.

(27) PASSIFLORICINA A

11 11
OH

ECHEVERRI, 2001 MURGA, 2003

FONTE: Préprio autor.

No estudo de Cardona et. al (2004) ['/], seis passifloricinas foram
avaliadas quanto ao seu potencial leishmanicida e citotdxico, obtendo EDso de
0,5a24 uM, e LDsode 0,2 a 10,3 puM, sendo que a passifloricina A foi 0 composto
mais ativo com LDso = 0,2 + 0,02 uM e EDso = 0,5 + 0,1 pM.

1.2 EXTRACAO E ISOLAMENTO BIOGUIADO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EM ESPECIES DE Passiflora

As técnicas de extragdo e a natureza do solvente extrator podem afetar
diretamente os rendimentos e a quantidade de metabdlitos extraidos da planta,
podendo afetar nos resultados das atividades bioldgicas e farmacoldgicas, logo,
€ importante conhecer a natureza do material, para que possam utilizar técnicas

adequadas ao estudo 78],
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O processo de fracionamento de extratos vegetais com a finalidade de
isolar substancias ativas podem ser monitorados por ensaios com a avaliacao
da atividade biologica/bioquimica, desde os extratos até as fragcdes/subfracdes,
resultando na descoberta de substancias com potenciais bioativos [79-81]
(FIGURA 12). Obviamente, o ponto mais caracteristico deste estudo é a parte
biolégica/bioquimica, a qual vai servir de “guia” para selecionar ou indicar

compostos e/ou extratos com potenciais bioativos.

Em estudos de isolamento de metabdlitos em espécies de Passiflora por
técnicas cromatograficas, normalmente é usado silica gel como fase
estacionaria, a fase movel ideal € uma mistura binaria de solvente organicos 1>
82,83 Contudo, € necessaria uma avaliagdo sobre os tipos de compostos de
interesse, e assim definir quais os parametros (fase movel e fase estacionaria)

necessarios para a separacao das substancias.

O HPLC (High Performance Liquid Chromatography) é um equipamento
eficiente no isolamento e no auxilio da identificacdo de moléculas provenientes
de extratos vegetais. Possui grandes vantagens como, permitir que dados
gualitativos e quantitativos sejam obtidos para amostras de polaridades variadas
em uma Unica eluicdo, curto tempo de preparo da amostra a ser analisada, e
permitindo varias formas de deteccdo, o que pode aumentar a especificidade e

o contetdo de informagdes por ensaio 84,

Nos isolamentos por HPLC utilizando extratos, a coluna Cis tem uso
habitual, por sua vasta aplicabilidade analitica, além de conseguir separar
facilmente compostos aromaticos, como os flavonoides; alcaloides; fénois etc 85~
871, Normalmente, a fase moével utilizada para andlises com Cis como fase
estacionaria, sdo misturas de tampdes aquosos com solventes polares, por

exemplo metanol e acetonitrila (88 89,

1.3 ENSAIOS BIOQUIMICOS

A identificacdo das substancias bioativas presentes em plantas, assim
como seus mecanismos de acédo, tem sido uns dos maiores desafios para a
guimica farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. Nas investigacdes das

atividades biolégicas com extratos vegetais € fundamental que os bioensaios
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sejam sensiveis e reprodutiveis para a deteccdo de efeitos especificos. Os
bioensaios podem ser realizados utilizando enzimas como alvo bioldgicos,
organismos biologicamente simples, como microrganismos, cultura de células

animais ou humanas, e microcrustaceos [0,

1.3.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

A maioria das enzimas sao proteinas com estrutura grande e complexa,
por possuirem longas cadeias de aminoacidos, unidas através de ligacOes
peptidicas. Elas sdo produzidas dentro das células dos seres vivos, plantas,
fungos, bactérias, e organismos microscopios unicelulares e agem como
catalisadores em reacfes bioquimicas. Sua classificacdo pode ser dada de
acordo com suas reacdes, como por exemplo, as lipases atuam decompondo as
gorduras em glicerol e &cidos graxos, amilases decompdem o amido em
acucares mais simples, celulases decompdem a celulose, proteases que

decompdem as proteinas, etc 1,

Muitas das enzimas presentes em organismos vivos sao alvos bioldgicos
e por isso possuem grande potencial para a busca de novos farmacos 4. Por
exemplo, existem pesquisas onde se buscam inibidores da enzima
acetilcolinesterase, enzima envolvida na doenca de Alzheimer 3. A enzima -
cetoacil ACP redutase (OAR) pode ser usada como alvo para a busca da novos
compostos antimalaricos 4, assim como, as enzimas histonas deacetilase tem

sido usada para o desenvolvimento de farmacos tripanocidas [°°.

Na classificagdo das enzimas, tem-se as hidrolases, que sao
responsaveis pela reacdo de hidrélise de ligacBes covalente. Um dos seus
subgrupos séo as proteases, que vem ganhando destague em pesquisas, tanto
como potencial terapéutico, como para encontrar seus possiveis inibidores 9],
As proteases sdo classificadas quanto a natureza quimica do sitio catalitico ou
mecanismo de acéo. Cada classe de proteases tem seu conjunto particular de
aminoacidos no sitio ativo. As serina proteases apresentam a triade catalitica

composta por Ser, His e Asp. As cisteina proteases mostram o0s aminoacidos
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Cys, Asp e His. Os aspartico proteases, Asp e Asp e as metaloproteases

apresentam um ion metalico no sitio ativo [°7].

1.3.2 CISTEINO PROTEASES

As cisteino proteases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacdes
peptidicas de proteinas, degradando-as ou produzindo peptideos menores, e
tem funcdes vitais nos organismos vivos. O nome dessa familia € dado devido
ao principal residuo de amino&cido presente no sitio ativo da enzima, a
cisteina. Além disso, sao potenciais alvos farmacol6gicos para o combate de
doencas no sistema circulatério [°8l, doencas infecciosas *9, inflamatérias 199,
degradacdo dssea 94 e cancer 1192, A catepsina L, por exemplo, é uma
importante cisteino protease, na qual tem papel fundamental no que diz respeito
a entrada do virus SARS-Cov-2, na célula, logo substancias que inibam esta
enzima podem ser usadas no desenvolvimento de farmacos com atividade

antiviral 1031,

Uma importante enzima da classe das cisteino proteases, encontradas no
latex do mamoeiro, Carica papaya € a papaina (FIGURA 12). Esta enzima foi a
primeira cisteino protease a ser cristalizada e ter sua estrutura determinada.
Essa familia de enzimas possui um sitio catalitico que é formado por uma triade
catalitica com os residuos de aminoacidos Cisteina - 25, Histidina — 159 e

Aspartato - 158, que séo responsaveis pela hidrélise irreversivel de peptideos
[104]
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FIGURA 12. Imagem da estrutura tridimensional da papaina.

FONTE: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB). Codigo
Protein Data Bank (PDB): 9PAP.

Existem diversas enzimas semelhantes a papaina, denominadas papain-
like, como as representadas na FIGURA 13. Estas enzimas possuem
semelhanca com a papaina na sua sequéncia de aminoacidos, e por iSso estédo
dentro deste grupo [195 106 Por esse motivo a papaina pode ser utilizada como

modelo para a busca de inibidores de cisteino proteases que pertencem a este

grupo.
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FIGURA 13. Sobreposicao das estruturas das catepsinas K (amarelo), L (azul),
S (vermelho), V (verde) e papaina (magenta). Localizado no sitio ativo da enzima

esta o inibidor piperazinico (preto).

FONTE: SOMOZA et. al, 2000 18],

1.3.3 CISTEINO PROTEASE ENVOLVIDAS NA DEPRESSAO

As catepsinas séo cisteino proteases pertencentes ao grupo das papaina-
like, com funcdo na homeostase celular (responsavel pela estabilidade do
equilibrio interno da célula), regulando a apoptose e autofagia (FIGURA 14). Tem
ligagéo direta com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, onde tem
sido amplamente estudada. Com isso, 0 comprometimento da funcdo normal da
catepsina desempenha um papel crucial na fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas e, nos ultimos anos, surgiram estudos que comprovam a
influéncia das catepsinas em transtornos mentais, devido ao seu envolvimento
em doencas da memodria, hiperatividade e na depressdo, comportamento

semelhante a ansiedade 1071,
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FIGURA 14. Sobreposicéo das catepsinas B (PDB 1GMY), C (PDB 3PDF) e K
(PDB 5TUN) com a papaina (PDB 9PAP), e suas respectivas porcentagens de
semelhancas (SS: Sequéncia de Similaridade).

Papaina Papaina [ Papaina ]
Catepsina B Catepsina C [ Catepsina K [
SS% =45 SS% =53 SS% =58

FONTE: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB).

A catepsina K foi recentemente detectada no parénquima cerebral e tem
sido associada a disturbios neurocomportamentais, como a esquizofrenia e
depressao. Logo, o estudo das fungbes que a catepsina K desempenha no
cérebro torna-se altamente relevante. Uma pesquisa com a RNA mensageiro da
catepsina K mostrou que, uma inducao geral do sistema dopaminérgico em

animais, sem esse gene, resultaram em niveis reduzidos de ansiedade [108],

A Catepsina B, uma das proteases mais estudada, é expressa na maioria
das células do corpo, e participa de muitos processos fisiolégicos e patolégicos,
como respostas inflamatérias agudas e crbnicas, além de interagir estreitamente
com citocinas  pro-inflamatérias, envolvidas nos mecanismos de
desenvolvimento do cérebro. Um trabalho mostrou que foi possivel ver
camundongos com comportamento do tipo depressivo, apresentarem atividade
aumentada da catepsina B no hipotalamo quando comparados aos animais de

controle [109],

A expressdo da catepsina C, uma cisteino protease lisossomal, é

predominantemente induzida na micrdglia da neuroinflamacéo. No entanto,
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ainda existem poucos estudos sobre o papel da catepsina C na fisiopatologia da
depressdo. Um estudo mostrou que a super expressao da catepsina C promoveu
resposta inflamatéria periférica e central, com aumento significativo de TNFa, IL-
18 e IL-6 no soro, hipocampo e coértex pré-frontal, e consequente regulacao
positiva de IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase) e regulagdo negativa da
expressdo de 5HT (5-hidroxitriptamina) no cérebro, e, assim, agravando
comportamentos semelhantes a depressédo, acessados por teste de campo

aberto, teste de natacdo forcada e teste de suspenséo de cauda 119,

Diante disso, é de extrema importancia a busca de inibidores dessas
enzimas, com o objetivo de se descobrir novos candidatos a farmacos com efeito
sobre o SNC (Sistema Nervoso Central), em especial sobre problemas
envolvidos com a depresséo e ansiedade. Ja que o género Passiflora tem sido
utilizado pela medicina tradicional no tratamento contra a ansiedade, um dos
efeitos da depresséo, € importante investigar os efeitos de inibicdo dos seus

componentes quimicos frente a essas enzimas.

1.3.4 INIBIDORES DE CISTEINO PROTEASE

Os inibidores das cisteino proteases inibem estas enzimas ao formar
complexos, apdés interagir com sitios enzimaticos importantes, impedindo sua
atividade catalitica, logo, sdo moléculas de suma importancia para a modulacdo
ou inativacdo de enzimas envolvidas com doencas. Esses inibidores tém sido
estudados no desenvolvimento de farmacos antimalaricos 1, descoberta de
agentes anti-infecciosos 112 agentes anticancer 113 e antivirais contra SARS-
CoV-2 [114],

A Passiflora tem em sua composicdo quimica uma variedade de
metabolitos secundarios que possuem atividade enzimatica, principalmente os
flavonoides, que sdo metabdlitos secundarios que ha muitos anos séo estudados
neste género e que sao utilizados pela industria farmacéutica para a producéo

de medicamentos ansioliticos 113,

Atualmente os flavonoides também estdo sendo estudados como
possiveis inibidores de cisteino protease. Em pesquisa para encontrar inibidores
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de falcipain-2 e plasmepsin Il, cisteino proteases que estdo diretamente ligadas
a malaria, foram usadas 15 tipos diferentes de flavonoides, sendo a luteonina
(70,9% e 2,9 + 0,1 uM), quercetina (75,8% e 3,3 £ 0,3 uM) e kaempferol (76,2%
e 2,1 £ 0,2 uM), presentes na Passiflora, os que apresentaram excelentes

percentuais de inibicdo frente a falcipain-2 1161,

A 3CLP™ é uma cisteino protease que atualmente vem sendo bastante
estudada, e esté presente no SARS-CoV. Estudos comprovam que flavonoides
obtiveram leve inibicdo desta enzima, contudo, possiveis modificagcdes na
estrutura quimica, podem aumentar o efeito de inibicdo em até duas vezes, como
foi 0 caso de um dos testes, inicialmente com ICso= 72,3 UM e apés a adicdo da

metoxila, foi para ICso= 32,0 uM 2171,

Extratos de 6rgaos florais da Passiflora edulis Sims. ja foram objetos de
estudo para a inibicdo da papaina e da tripsina, e 0s resultados mostram
percentuais maiores que 80% de inibicdo enzimatica da papaina em diferentes

partes dos 6rgaos florais 118,

Outras classes de metabdlitos secundarios, além dos flavonoides, como
alcaloides, terpenoides, antraquinonas e diaril-heptanoides, vem sendo
estudados para tratamento contra 0 SARS-CoV-2. Esses constituintes naturais
derivados de ervas medicinais tém propriedades anti-inflamatorias e antivirais,
bem como efeitos inibitérios no ciclo de vida viral, incluindo entrada, replicacao,

montagem e liberagdo do virus 119,

Em vista disso, os flavonoides se mostraram potentes inibidores frente a
algumas classes de enzimas, logo, se faz necessario novas pesquisas com
esses metabdlitos secundarios, especialmente aqueles presentes em espécies
de Passiflora, que é promissora no tratamento de doencas como a ansiedade.
Por isso, é preciso avaliar o potencial de inibi¢cdo desses flavonoides, com outras
cisteino proteases, principalmente aquelas que estdo diretamente ligadas a

doengas como a depressao e ansiedade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar inibidores de cisteino proteases de espécies de Passiflora por meio

de estudo bioguiado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar extratos etanolicos das espécies P. edulis, P. cincinnata e P.

foetida;

e Quantificar compostos fendlicos totais e flavonoides totais dos extratos
etandlicos das espécies P. edulis, P. cincinnata, P. foetida;

e Identificar as classes de metabdlitos secundarios das subfragbes mais

ativas;
e Realizar o fracionamento cromatogréafico do extrato e fracdes mais ativas;

+ |solar as substancias presentes nas fracdes mais ativas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia;

e Realizar ensaios de inibicdo enzimatica (papaina) dos extratos das
espécies P. edulis, P. cincinnata, P. foetida e das fracdes, subfracdes e
substancias isoladas obtidas do extrato da planta com maior atividade de
inibicdo enzimatica;

« |dentificar as substancias isoladas por Ressonancia Magnética Nuclear e
Espectrometria de Massas.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA E EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL
3.1.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

No dia 11 de dezembro de 2020, pelo turno da manhéa, as trés espécies
de Passiflora (P. edulis, P. cincinnata e P. foetida) foram coletadas na cidade de
Petrolina-PE. A Passiflora foetida Acesso 01 (PFAO1) e Passiflora foetida Acesso
02 (PFAO02) foram coletadas na Universidade Federal do Vale do Sao Francisco
(UNIVASF), (9° 19' 18.552" S - 40° 33' 29.088" W), e no Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano (IFSertdo) (9° 20" 9"
S - 40° 41' 58" W), respectivamente. A coleta da Passiflora cincinnata (PC)
também foi realizada na UNIVASF (9° 19' 19.200" S - 40° 33' 36.612" W),
enquanto a Passiflora edulis (PE) foi coletada no bairro Dom Avelar (9° 21'
32.580"S - 40° 28' 57.036" W).

Uma exsicata foi preparada em cada coleta e em seguida encaminhada
ao Nucleo de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA) na UNIVASF,
Petrolina, para identificacdo taxondmica e depdsito. Os codigos de registro de
cada uma das espécies foram: Passiflora foetida A01, PISF 12913; Passiflora
foetida AO2, PISF 16035; Passiflora cincinnata, PISF 12914; Passiflora edulis,
PISF 12915. Os numeros de cadastro do material vegetal do SisGen foram:
Passiflora edulis, AC28856; Passiflora cincinnata, AF44801; Passiflora foetida
A01, A8BA465B e Passiflora foetida A02, A201AEE.

3.1.2 EXTRACAO

As partes aéreas (flor, galhos e folhas) das plantas em estudo foram secas
em estufa com ventilacdo forcada a uma temperatura de 40°C, por 72 horas
(DeLeo). O material seco foi triturado em liquidificador (Colombo, MOD. BR 19L),
pesado e submetido a maceracao (72 horas) utilizando como solvente extrator o
alcool etilico absoluto (99,8% v/v) (Alphatec), na propor¢do 1:4 m/v

(planta/solvente), uma Unica vez 1?0, Em seguida, os extratos foram filtrados
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com papel filtro (Unifil, 80 g/m?, Alemanha) e submetidos a evaporacdo do
solvente em evaporador rotativo (Alpax, modelo EQ 9027, Brasil) sob presséo
reduzida na temperatura de 40°C. O calculo do rendimento (Re) dos extratos foi

realizado de acordo com a formula a seguir.

ext

f

Re (%) = x 100
Onde: Re =rendimento do extrato (%); Mext = massa do extrato seco (g); Mr =

massa da planta seca (g).

As partes aéreas da Passifiora com maior atividade de inibicdo
enzimatica, foram separadas (galhos, folhas, flores e frutos), e seus extratos
foram preparados utilizando as mesmas condi¢ées mencionadas anteriormente.
Entretanto, uma maceracgéo exaustiva foi realizada, para aumentar o rendimento

de extracao, com renovacao do solvente, a cada 72 h, duas vezes.

3.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO MAIS ATIVO

Inicialmente, 8,20 g do extrato bruto mais ativo, PFG (galhos de Passiflora
foetida, A02), foi dissolvido em 500 mL de etanol/agua 60:40 (v/v) e transferido
para um funil de separacdo de 1 L. Em seguida uma parti¢éo liquido-liquido foi
realizada utilizando os seguintes solventes em ordem crescente de polaridade:
hexano (3 x 167 mL), diclorometano (3 x 167 mL), acetato de etila (3 x 167 mL).
Posteriormente, realizou-se a eliminacdo dos solventes de todas as fracGes

obtidas em evaporador rotativo a 40° C.

Cromatografia Liquida Classica (CLC) foi utilizada para a separa¢gdo dos
metabdlitos secundarios bioativos da fracdo que apresentou maior atividade
enzimatica. Desse modo, utilizou-se uma coluna cromatografica de vidro (550
mm x 50 mm) preenchida com 15 cm de silica gel (70-230 mesh, 60 A) para o
fracionamento de 3,35 g da fragdo mais ativa, diclorometano (PFGD),
proveniente do extrato dos galhos de Passiflora foetida (PFG). A fase mével
utilizada nesta separacéo foi hexano/acetato de etila, 2:1 (v/v). Foram coletadas
84 subfracdes (30 mL), que apds as reunides resultou em 8 subfracdes (PFGD-

A a PFGD-H). O monitoramento das subfracbes foi realizado por CCD
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(MACHEREY-NAGEL, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV 254) com
placas aluminio de 4 x 5 cm recobertas com gel de silica, utilizando camara de

UV (254 e 365 nm) e vanilina sulfurica 1%, como reveladores.

As fragbes mais ativas e com massa suficiente para a continuagdo do
estudo foram analisadas por HPLC-DAD para encontrar a melhor condi¢céo de
separacao das substancias. Posteriormente foi realizado o escalonamento das
condicdes cromatogréaficas para a escala semi-preparativa para conduzir o

isolamento das substancias.

3.3 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS

O HPLC (Shimadzu®) utilizado para andlise e isolamento das
substancias esta equipado com duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-
20A3R, detector DAD SPD-M20A, auto injetor SIL-20A e controladora CBM-20A.

As fracbes PFGD-C e PFGD-D foram injetadas no HPLC no modo
isocratico, para encontrar as melhores condicfes de separagdo. As condi¢cdes

utilizadas para cada fracao foram as seguintes.

Coluna C18 Shim-Pack, 4,6 x 250 mm, 10 u

Fase Mével: ACN+0,1% Acido formico/H20 (65/35)
Vazéao: 1 mL/min

Vinjegao: 20 pL

T:36°C

A: 365 e 254 nm

A fracdo PFGD-E (340mg) foi submetida a analise e isolamento das

substancias, no modo isocratico. As condi¢cdes podem ser visualizadas a seguir.
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PEGD-E

ESCALA ANALITICA ESCALA PREPARATIVA

Coluna C18 Shim-Pack, 4,6 x 250 mm, Coluna C18 Shim-Pack, 21,2 x 250
10 mm, 10 p

Fase Mobvel: ACN+0,1% Acido Fase Movel: ACN+0,1% Acido
formico/H20 (55/45) formico/H20 (55/45)

Vazao: 1 mL/min Vazédo: 14 mL/min

Vinjecao: 20 pL Vinjegao: 500 pL

T:36°C T:36°C

A: 365 e 254 nm A: 365 e 254 nm

O fator de escalonamento para obtencéo da vazéo a ser utilizada em escala

semi-preparativa foi calculado utilizando a equagéo abaixo.

2
_ RPLP

S =
R%L,

Onde Rp e Ra s@o os raios da coluna preparativa e analitica,
respectivamente, e Lp e La, SGo os comprimentos das colunas preparativa e

analitica, respectivamente.

A seguir pode-se ver o fluxograma do processo de isolamento bioguiado,
desde a maceragcdo com cada espécie de Passiflora até as substancias isoladas
(FIGURA 15).
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FIGURA 15. Fluxograma do isolamento bioguiado de substancias da Passiflora. Em destaque estdo representados 0s
extratos/fracdes que tiveram maiores valores de inibicdo enzimatica.

MACERAGAO (1:4 Planta secal EtOH)
Partes aéreas (folha, galho, flor) |

v ATIVIDADE DE INIBIGAO

Extrato de Passiflora Extrato de  Extrato de Passiflora Extrato de Passiflora ENZIMATICA
cincinnata Passiflora edulis foetida AO1 foetida A02
4 24g 491g 11,989 12,84g

MACERAGCAO (1:4 Planta secal EtOH)
Passiflora foetida A02

| | v ATIVIDADE DE INIBIGAO

Extrato das flores Extrato dasfolhas  Extrato dos frutos Extrato dos galhos ENZIMATICA
1,16g 13,99 34g 8,20g
PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO |
Fracéo Fracéo Fracéo Acetato De Fracéo v A“""’E’:,‘;FM‘,’\%@ ,'\B'CAO
Hexano Diclorometano Etila Hidroalcdolico
1,01g 3,72g 0,379 3,08g
CROMATOGRAFIA LIQUIDA CLASSICA (2:1 Hex/AcOEY) |
PFGD-A  PFGD-B PFGD-C PFGD-D  PFGD-E PFGD-F PFGD-G ~ PFGD-H v ATIVIDADE DE INIBICAO
(1-10)  (11-13) (14-20) (21-35) (36-69) (7T0—-84)  (EluicAo com Metanol) (Eluicdo com Metanol) ENZIMATICA
220 mg 160mg 120mg 140mg 340mg 110mg 2,249 700mg

ISOLAMENTO (HPLC): Coluna C18 Shim-Pack, 21,2 x 250 mm, 10 p| Vazdo: 14 mLmin |
ACN+0,1% Acido formico/H;0 (55/45) | Vinecso: 500 uL | T: 36°C | A: 254 e 365 nm.

5,4"-dihidroxi-7-metoxi-flavonona (PFGD-E1) - 6,9 mg
Mistura de flavanonas (PFGD-E2) - 4.5 mg IDENTIFICADAS POR
Mistura de flavanonas (PFGD-E3) - 13.7 mg RMN e EM
Mistura de flavanonas (PFGD-E4) - 7,7 mg
5-hidroxi-7,3, 4 -trimetoxi-flavonona (PFGD-E5) - 5,8 mg
5-hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona (PFGD-E6) - 3,2 mg

» v ATIVIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA

FONTE: Proprio Autor.
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3.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

As analises fitoquimicas foram realizadas utilizando placas de aluminio (4
x 5 cm) de CCD (MACHEREY-NAGEL, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL
G/UV 254) recobertas com silica gel. Os extratos brutos das partes aéreas da
espécie com maior percentual de inibicdo enziméatica e algumas subfracbes mais
ativas foram aplicados a placa com auxilio de capilares de vidro e submetidas a
eluicdo com hexano/acetato de etila (2:1) como fase movel. Em seguida, as
placas foram submetidas a reveladores fisicos UVzsa nm e UVsss nm e
reveladores quimicos (TABELA 1) [*21],

TABELA 1. Reveladores quimicos usados na identificacdo de metabdlitos

secundarios presentes nas partes aéreas da Passiflora foetida A02.

REVELADOR SUBSTANCIA
Reagente de Dragendorff \ Alcaloides
AICI3 5% Flavonoides
FeCl3; 5% ‘ Compostos Fendlicos
KOH 5% Cumarinas e Antraquinonas
Vanilina Sulfarica 1% ‘ Triterpenos e Acidos Graxos
Gelatina 2,5% Taninos

FONTE: Wagner e Blant, 1996 [121],

Para identificar a presenca de taninos na fragéo diclorometano, a um tubo
de ensaio foi adicionado 2 mL da fragéo diclorometano (10 mg.mL™), 2 gotas de
HCI diluido (0,5M) e aos poucos foi sendo acrescentado gota a gota da solucao
de gelatina a 2,5% (m/v) 1221,

3.5 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando o método
colorimétrico utilizado por da Silva et. al (2020) 1231 com algumas modificacdes,
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (DINAMICA, COD. 2326, LOTE 90198).
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Solucdes estoque dos extratos foram preparados na concentracdo de 5 mg.mL"
1, e em seguida diluidas em metanol para a concentracédo de 500 pg.mL™:. Esta
analise foi realizada apoés a adicdo de 0,5 mL da amostra (extrato vegetal) e 2,5
mL do reagente Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) em tubos de ensaio recobertos com
papel aluminio. Apds 8 minutos, adicionou-se 2 mL de carbonato de sédio 4%
(m/v). A mistura permaneceu em repouso por 2 horas, e em seguida realizou-se
a leitura em espectrofotdmetro digital (EDUTEC, EEQ-9023) a 765 nm.

Uma curva de calibracdo de acido galico, nas concentra¢cfes de 10 pug.mL-
1,20 pug.mL*%, 40 pg.mLt, 80 pg.mL e 100 pg.mL1, foi construida. A equacéo
da reta obtida foi utilizada para quantificar os compostos fendlicos totais. Os
resultados foram representados em equivalente de acido galico, em miligramas
por grama de extrato (mg EqQAG/Q). As analises foram realizadas em triplicata, e

as mesmas foram repetidas pelo menos duas vezes.

A reacao que demonstra a oxidagédo de compostos fendlicos e reducéo do
molibdénio com a formacdo de um produto de coloragdo azulada pode ser
observada na FIGURA 16.

FIGURA 16. Reacdo representativa de oxirreducdo do reagente de Folin-

Ciocalteu com compostos fendlicos.

0 OH NGR o o
Na,CO, 2 [PM012+6040]_3= +5 +6 7 +
<4 + 2 [PMo,**Mo,*®0, ] + 2H
HO OH HO OH o7 OH
OH OH o
A=765nm

| - N

FONTE: Munteanu e Apetrei, 2021 [124],
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3.6 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A gquantificacdo de flavonoides totais [*2% foi realizada com a mesma
solucdo de extrato (500 pg.mL?) preparada previamente. Para esta andlise
foram adicionados 0,5 mL da solu¢éo de extrato, 0,5 mL de cloreto de aluminio
2% e 2,5 mL de metanol a tubos de ensaio. As solugdes foram mantidas em
repouso por 30 min e em seguida submetidas a leitura em espectrofotbmetro a
420 nm.

Uma curva de -calibracdo usando quercetina foi construida nas
concentragdes 6,5 ug.mL?, 12,5 ug.mL?, 25 pg.mL?, 50 ug.mLt e 100 pg.mL-
1. A partir da equacdo da reta, quantificou-se os flavonoides totais. O contetido
foi expresso em equivalente de quercetina, em miligramas por grama de extrato
(mg EQQUE/g). As analises foram realizadas em triplicata, e as mesmas foram

repetidas pelo menos duas vezes.

A reacdo que demonstra a formagédo do complexo de flavonoide com o
cloreto de aluminio (com intensificacéo da cor), pode ser observada na FIGURA
17.

FIGURA 17. Reacgédo de formagéo do complexo do flavonoide com o aluminio do

cloreto de aluminio.

+

A=420 nm

FONTE: Ilmi et. al, 2020 [125],
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3.7 ATIVIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA

A metodologia de determinacado da inibicdo enzimatica, desenvolvida no
Laboratério de Produtos Naturais e Bioativos (LPNBio) 2281, foi conduzida em
placas de petri com agar contendo leite como fonte de substrato. Inicialmente,
realizou-se o preparo e esterilizacdo do Agar nutriente (IONLAB) na
concentracdo 28 g.Lt, com adicdo de 0,25% (m/v) leite (Molico® desnatado).
Em seguida, foram vertidos 50 mL do meio agar/leite em placas de Petri (d=14
cm). ApoOs a solidificacdo do meio, foram construidos pocos no agar com o

didmetro de 9,5 mm, utilizando um cilindro oco de ago esterilizado.

Para a preparacao da solucao de papaina (Dinamica), foi utilizado tampé&o
fosfato 10 mmol.L%, contendo 5 mmol.L* de EDTA (ACS), pH= 6,7. As solucdes
de extrato foram preparadas na proporcdo 1:40 v/iv (E64/enzima ou
extrato/enzima). Antes de adicionar a solugdo enzimatica com extrato/inibidor
E64 (10 umol.LY) (Sigma) aos pocos, incubou-se essa mistura por 5 minutos a
25°C. Posteriormente, as placas de Petri foram mantidas a 37°C em estufa
bacteriologica (INCUBATOR, SPX-350B) durante um periodo de 24h.

A atividade enzimatica foi observada a partir da formacéo de halos ao
redor dos pocos no agar-leite (FIGURA 18). Para auxiliar a visualizagdo dos
halos, adicionou-se em cada placa 20 mL de HCI 0,1 mol.L1. A medida dos halos

foi realizada com o auxilio de um paquimetro digital (Starrett, 799A-6/150).

FIGURA 18. llustracdo da formacao de halos ao redor dos po¢os no meio de

cultura agarl/leite.

Vs \
14 \
E ENZIMA ENZIMA + Inibidor E
1 PN < . 1
: /// \\\ /,/, \\\ . :
L 3 | l 1 Halo |
- IR :
ro / ) _) Pogo |
1 b ’ - 1
1 (N 4 )

FONTE: Proprio Autor.



33

O calculo utilizado para obter a porcentagem da inibicdo enzimatica dos

extratos testados foi a seguinte.
Inibigio enzimatica (%) = 100x[1 — (Agmostra/ Aenzima)]

Onde a Aamosta € @ area do halo formado em volta dos pogos contendo o
extrato/enzima e, Aenzima € a area do halo formado em volta dos pog¢os contendo

apenas enzima.

Os extratos vegetais foram testados nas concentragoes de 125; 250 e 500
ug mL1; as fragBes e subfracdes foram testadas na concentracdo de 500 pg mL-
- e as substancias isoladas foram testadas na concentracdo de 250, 125, 62,5,
31,25 e 15,62 pug mL. Um controle positivo somente com a solugédo enzimatica
e DMSO (Synth) na mesma concentracdo dos experimentos (2,5%, v/v) foi

utilizado.

3.8 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

3.8.1 Ressonancia Magnética Nuclear

As substancias foram identificadas por Ressonancia Magnética Nuclear
unidimensional (RMN *H e RMN *3C) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC),
além da comparacdo com os dados da literatura. As analises por RMN foram
realizadas na Central de Andalises de Farmacos, Medicamentos e Alimentos
(CAFMA) da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF).

Para as substéancias isoladas, pelo menos 3 mg de cada substancia foi
dissolvida em cloroférmio deuterado (CDCls), e analisadas em espetrometro
Bruker Ascend™ 400, operados a 400 MHz para as analises de *H e 100 MHz
para as andlises do '3C, a 298 K. O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como

referéncia nas andlises.
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3.8.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A aquisicdo dos espectros de massas por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (CL-EM) foi realizada no Centro de Laboratorios de
Quimica Multiusuarios (CLQM) em parceria com Laboratorio de Analises de
Compostos Orgéanicos Poluentes (LCP), ambos do Departamento de Quimica da

UFS — Campus Séo Cristovao.

As analises foram realizadas no cromatdgrafo da Shimadzu (Quioto,
Japéao) SFC Nexera UC acoplado ao espectrometro de massas monoquadruplo,
modelo LCMS-2020, fonte electrospray no modo SCAN (m/z 100 a 400), positivo
(4,5 kV) e negativo (- 4,5 kV). Foi utilizada a coluna Cis Shim-Pack (250 x 4,6
mm, 3 um) da Shimazdu, na temperatura de 35°C, com heart block a 200°C, DL
250°C, nitrogénio como gas nebulizador e gas de secagem a 1,5 e 10 L/min,
respectivamente. Foi utilizada a fase mével ACN adicionado de 0,1% Acido
formico/H20 (55/45), vazédo de 0,5 mL/min e volume de injecdo de 5 pL. As
amostras (200 pg/mL) foram solubilizadas com a fase movel e filtradas utilizando
filtro 0,22 pm.

3.3 DOCKING MOLECULAR
3.3.1 Preparacao da Estrutura

A estrutura cristalografica de raios-X das proteinas foi obtida do banco de
dados de proteinas RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics),
com cédigo PDB de adeséo: 1GMY, 3DPF e 5TUN [*?71. As moléculas de agua
foram removidas do arquivo de cristalizacdo do PDB e a proteina foi optimizada
para ancoragem utilizando o pacote Gromacs. A estrutura tridimensional do
ligante e seus derivados foram construidos utilizando o software Gauss View, e
as suas geometrias foram otimizadas com calculos DFT utilizando o programa
Gaussian 09. Todos os calculos foram realizados usando DFT no nivel funcional
B3LYP/ 6-31G** [128],

3.3.2 Estudo de Docking Molecular

O docking molecular € um processo automatico para prever as interacoes
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dos ligantes com seus alvos, para os ligantes com o modelo de proteina a técnica
foi realizada utilizando o pacote de software AutoDock 4.2 [12°1, No inicio, o
modelo de proteina foi aprimorado com a adicdo de hidrogénios, utilizando o
médulo construtor Autodock, e foram adicionadas cargas de Gasteiger ao
sistema. A macromolécula foi mantida rigida, enquanto, todos os angulos de
torcdo nas pequenas moléculas foram definidos para girar livremente. O
tamanho e o centro da caixa de grade foram definidos em 50x50x50 A3 para
permitir que o ligante gire livremente. O método do algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) foi utilizado com 250 calculos de ancoragem separados,
consistindo no maximo de 25 milhdes de avaliagbes de energia, o numero
maximo de 27.000 geracBes, com uma taxa de mutacdo de 0,02, uma taxa de
cruzamento de 0,80, tolerancia de cluster de 2 A e tamanho populacional de 150,
foram executados. A estrutura com a menor energia livre de ligacdo no
aglomerado com maior densidade, foi escolhida como a melhor posicao de

ancoragem.

3.4 CONFECCAO DE GRAFICOS E ANALISES ESTATISTICAS

Para os ensaios de atividade enzimatica, foram realizados pelo menos
dois experimentos independentes, em triplicata, e os valores obtidos foram

organizados em planilhas, utilizando Microsoft Office Excel®, versdo 2019.

Os resultados foram tratados através da analise de variancia (ANOVA) de
1 via, e aplicado o pés-teste de Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism™
9.0. Os resultados foram considerados diferentes estatisticamente quando p <
0,05.

As andlises de regresséo linear das curvas de calibracao do acido galico
e guercetina para a quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais,

respectivamente, foram realizadas no Microsoft Office Excel®, versdo 2019.

Para construir os cromatogramas foi utilizado o programa computacional
OriginTM® verséao 6.0. Para o processamento e analises dos espectros de RMN
'H e 3C foi usado o programa MestReNova® verséo 6.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTEN(;AO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS ESPECIES
Passiflora edulis, P. cincinnata e P. foetida

Existem técnicas de extracdo que podem causar a degradacdo dos
compostos termossensiveis, devido a altas temperaturas que sao intrinsecas de
algumas técnicas [*3%. Logo, é de suma importancia que se utilize técnicas que
minimizem a degradacéo desses compostos [*3l, Deste modo, a obtencdo dos
extratos etandlicos de cada espécie foram realizadas por macera¢do, uma

técnica simples e que utiliza condigces amenas.

As partes aéreas de cada espécie vegetal foram submetidas a extracao por
maceragdo e os rendimentos podem ser visualizados na TABELA 2. Apos a
maceracdo com etanol, obteve-se 4,25 g (2,74%), 4,91 g (2,45%), 11,98 g
(5,99%) e 12,84 g (6,42%) de extrato da P. cincinnata (PC), P. edulis (PE), e P.
foetida (PFAOL1 e PFAQ2), respectivamente.

Pode-se observar que o maior rendimento de extragao foi atingido com a
PFAOQ2. Existem alguns fatores que contribuem para esse resultado, como o local
da coleta (por influéncias da irrigacdo, luz, pragas, solo, etc) e maturagdo da
planta, quando se compara plantas da mesma espécie, a propor¢cédo das partes
da planta (folhas, flores, frutos) 139 e a concentracdo de metabdlitos

secundarios presente em cada espécie.

TABELA 2. Rendimento da maceracéo das espécies em estudo.

Planta Massa  Volume de Solvente Rendimento %
Passiflora cincinnata 155¢ 620 mL 2,74
Passiflora edulis 200 g 800 mL 2,45
Passiflora foetida AO1 200 g 800 mL 5,99
Passiflora foetida A02 200 g 800 mL 6,42

FONTE: Préprio autor.
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ApOs a realizacdo dos ensaios de inibicdo enzimatica (Tépico 4.4) com
cada um dos extratos, selecionou-se a Passiflora foetida AO2 para a realizacéo
do fracionamento e isolamento dos inibidores de cisteino proteases por ter

apresentado o maior percentual de inibi¢ao.

Uma nova extracdo, com uma quantidade maior de material vegetal foi
realizada, para que fosse possivel o isolamento dos metabdlitos secundérios,
uma vez que esta nova extracao foi realizada com cada uma das partes da planta

separadamente (folhas, galhos, flores, frutos).

Partindo-se de 225,0 g, 174,9 g, 15,8 g e 43,9 g de galhos, folhas, flores e
frutos da PFAO2, respectivamente, obteve-se 8,2 g (3,64%), 13,9 g (7,99%), 1,2
g (7,32%) e 3,4 g (7,74%) de cada extrato (TABELA 3).

TABELA 3. Rendimento da maceracao das partes aéreas da espécie em estudo.

Planta Massa  Volume de Solvente Rendimento %
P. foetida A02- GALHOS 225 g 900 mL 3,64
P. foetida A02 - FOLHAS 174,92 g 700 mL 7,99
P. foetida A02 - FLOR 15,84 g 67 mL 7,32
P. foetida A0O2 - FRUTOS 43,899 176 mL 7,74

FONTE: Préprio autor.

Na TABELA 3 foi visto que os maiores rendimentos de extragdo foram
obtidos para o extrato das folhas, flores e frutos. Um fator responsavel por esse
resultado, é a maior producdo de metabdlitos secundarios, pelas folhas, flores e
frutos, quando comparado com os galhos. Além disso os galhos possuem em
sua composicdo polimeros lignoceluldsicos que sdo insollveis nos solventes
organicos, logo ndo serdo extraidos no processo %2, Essas concentracGes de
metabolitos secundarios estdo diretamente ligadas ao rendimento que cada

parte aérea apresenta 130,
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4.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DOS GALHOS DE P. foetida

O extrato dos galhos de Passiflora foetida A02 (PFG), como apresentou o
maior potencial de inibicdo de cisteino proteases (Topico 4.4), foi submetido a
particdo liquido-liquido, o que resultou em quatro fracbes: PFGHex (1,01 g),
PFGD (3,72 g), PFGACOEt (0,37 g), PFGHA (3,08 g). Na sequéncia, a fracao
com maior inibicdo enzimatica (PFGD: fracdo diclorometano dos galhos de P.
foetida) foi submetida a um fracionamento por cromatografia liquida classica.
Ap6s o fracionamento cromatografico obteve-se 84 subfracbes que apos as
reunides realizadas de acordo com a semelhanca em seu perfil quimico, obteve-
se 8 subfracdes (PFGD-A & PFGD-H).

As massas obtidas de cada subfra¢do foram: PFGD-A: 220 mg, PFGD-B:
160 mg, PFGD-C: 120 mg, PFGD-D: 140 mg, PFGD-E: 340 mg, PFGD-F: 110
mg, PFGD-G: 2,24 g e PFGD-H: 700 mg. Estas subfra¢des foram analisadas por
CCD utilizando hexano/acetato de etila, 2:1 (v/v) como eluente, e UV (254 e 365

nm) e vanilina sulfirica 1% como reveladores (FIGURA 19).

FIGURA 19. Andlise das subfracbes PFGD-A a PFGD-H por cromatografia em
camada delgada (CCD). Reveladores utilizados: (A) UV 254nm; (B) UV 365nm;
(C) Vanilina Sulfurica 1%.

FONTE: Proéprio autor.
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As analises realizadas por CCD foram utilizadas para verificar a separacéo
cromatografica e a complexidade das subfracbes obtidas, e assim auxiliar no
isolamento das substancias nas proximas etapas de separacdo. Pode-se
observar que o processo de separacéo por CLC foi conduzido como esperado,
uma vez que se observa substancias com polaridades cada vez maiores da
subfragdo PGFD-A para a subfragcdo PGFD-H, e consequentemente com perfis

guimicos diferentes.

4.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Com o objetivo de identificar as classes de metabdlitos secundarios
presentes nesses extratos, diferentes reveladores quimicos e luz UV (254 e 365
nm) foram utilizados. As analises indicaram a presenca de flavonoides, fendis,
triterpenos, acidos graxos, alcaloides e antraquinonas nos extratos das folhas,
galhos e flores de P. foetida (TABELA 4). No extrato dos frutos ndo se detectou
antraquinonas e alcaloides, enquanto as cumarinas ndo foram detectadas em
nenhum dos extratos.

Em todos os extratos foi possivel identificar a presenca de compostos
fendlicos, evidenciados com bandas de coloragdo marrom (FIGURA 20B). A
reacdo que ocorre € a formacdo de um complexo entre o ferro e os compostos
fendlicos (FIGURA 20C).
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FIGURA 20. Analise das fracbes das partes aéreas de P. foetida por
cromatografia em camada delgada (CCD) para a identificagdo de compostos
fendlicos. CCD antes (A) e depois (B) da revelacdo com cloreto férrico 5% e

reacdo quimica entre compostos fendlicos e cloreto férrico (C).
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Ga: Galhos; Fo: Folhas; Fl: Flores; Fr: Frutos; FONTE: Pereira, 2020 [133],

Na FIGURA 21 pode-se observar a intensificagdo das bandas em UV3ss
nm, depois do contato da placa de CCD com a solucéo de cloreto de aluminio,
indicando a presenca de flavonoides nos extratos (FIGURA 21B). A reacdo que
ocorre é a formacao de um complexo entre o aluminio presente no AIClz, e os
flavonoides (FIGURA 21C).
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FIGURA 21. Analise das fracbes das partes aéreas de P. foetida por
cromatografia em camada delgada (CCD) para a identificacdo de flavonoides.

CCD antes (A) e depois (B) da revelacdo com cloreto de aluminio 5% sob luz UV

365 nm e reacdo quimica entre flavonoides e cloreto de aluminio (C).
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Ga: Galhos; Fo: Folhas; Fl: Flores; Fr: Frutos. FONTE: limi et. al, 2020 [225],

Na FIGURA 22B, as bandas no UVses com a cor amarela indicam a
presenca de antraquinonas nos galhos, folhas e flores. Além disso, ndo ha
bandas no UVses na cor azul-esverdeado que indiquem a presenca de cumarinas
em nenhum dos extratos testados. A reacdo que evidencia a presenca de
antraquinonas ocorre por conta da desprotonacdo das hidroxilas em meio
basico, enquanto para deteccado de cumarinas ocorre uma reacao de hidrdlise
alcalina (FIGURA 22C).
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FIGURA 22. Analise das fracbes das partes aéreas de P. foetida por
cromatografia em camada delgada (CCD) para a identificacdo de antraquinonas
e cumarinas. CCD antes (A) e depois (B) da revelacdo com hidréxido de potassio

5% e reacdo quimica das cumarinas e antraquinonas em meio béasico (C).
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Ga: Galhos; Fo: Folhas; FlI: Flores; Fr: Frutos; FONTE: Dulo, et. al 2021 1134]; Kili¢, 2013 [133],

Na FIGURA 23, observa-se o surgimento de bandas na cor azul, que
indica a presenca de acidos graxos, e na cor violeta que indica a presenga de
triterpenos, em todos os extratos das partes aéreas, apds o contato da placa de
CCD com a vanilina sulfirica (FIGURA 23B). A reacdo para formacdo de

hemiacetais € o principio para deteccdo de triterpenos, e a reacdo de
esterificacdo € estabelecida para deteccao de 4cidos graxos (FIGURA 23C).
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FIGURA 23. Analise das fracbes das partes aéreas de P. foetida por
cromatografia em camada delgada (CCD) para a identificagéo de triterpenos e
acidos graxos. CCD antes (A) e depois (B) da revelacdo com vanilina sulfarica

1% e reacao quimica entre 4cidos graxos, triterpenos e vanilina sulftrica 1% (C).
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Ga: Galhos; Fo: Folhas; Fl: Flores; Fr: Frutos; FONTE: Proprio Autor.

Na FIGURA 24B, bandas na cor laranja sao identificadas e indicam a
presenca de alcaloides nos extratos das folhas, flores e com menor intensidade
no extrato dos galhos, entretanto, ndo foi possivel visualizar essa banda no

extrato dos frutos. A reacdo para identificacdo de alcaloides ocorre entre o
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nitrogénio protonado e o tetraiodobismutado de potassio presentes no reagente
de Dragendorff (FIGURA 24C).

FIGURA 24. Andalise das fragcbes das partes aéreas de P. foetida por
cromatografia em camada delgada (CCD) para a identificacdo de alcaloides.
CCD antes (A) e depois (B) da revelacdo com reagente de Dragendorff e reacéo

guimica entre o alcaloide e o reagente de Dragendorff (C).
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Ga: Galhos; Fo: Folhas; Fl: Flores; Fr: Frutos; FONTE: Proprio Autor.
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TABELA 4. Resultado da triagem fitoquimica nas partes aéreas da Passiflora
foetida AO2.

SUBSTANCIAS GALHOS FOLHAS FLOR FRUTO
Triterpenos + + + +
Acidos Graxos + + + +
Flavonoides + + + +
Compostos fendlicos + + + +
Cumarinas - - - -
Antraquinonas + + + -
Alcaloides + + + -

(+): presente; (-): ausente. FONTE: Préprio Autor.

No estudo de Patil e Paikrao (2012) %], todas as classes de metabdlitos
secundarios citadas acima, incluindo esteroides e taninos, foram identificadas no
extrato etandlico de Passiflora foetida (folhas e frutos). Porém como o estudo
nao traz as informacdes do extrato de cada parte aérea da espécie de modo
separado, ndo tem como saber se 0s metabdlitos secundarios presentes no
extrato estéo presentes nas folhas e/ou nos frutos, contudo, compostos da classe
dos flavonoides, alcaloides, triterpenos e antraquinonas, S&0 comuns com oS

resultados deste trabalho.

Tandoro et. al (2020) [l identificaram no extrato das folhas e no extrato
dos frutos de Passiflora foetida, alcaloides, flavonoides, compostos fendlicos e
esteroides, na forma de glicosideos cardioativos, enquanto as saponinas (que
podem ser esteroidais ou triterpenoidais) foram identificadas somente nos
extratos das folhas. Como pode-se ver os autores detectaram alcaloides no
extrato dos frutos de Passiflora foetida, enquanto aqui neste trabalho essa classe
nao foi identificada. Isso pode acontecer devido a alguns fatores, como local e
época da coleta, além das condi¢cdes de extracdo que ndo foram as mesmas
deste trabalho.

Antony et. al. (2021) 11381 identificaram no extrato dos galhos somente
flavonoides e esteroides, diferente deste trabalho (TABELA 4), onde se detectou,

além deste metabdlitos secundarios, triterpenos, antraquinonas e alcaloides.
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Mais uma vez o local e a época da coleta, o tipo de extracdo, entre outros, sdo
fatores primordiais que podem afetar a quantidade dos metabdlitos secundarios

presentes na espécie vegetal.

Na&o foi possivel encontrar na literatura, dados que abordem a composicao
fitoquimica no extrato das flores de Passiflora foetida, logo, esse é o primeiro
estudo que aborda a presenca de constituintes como alcaloides, compostos
fendlicos (flavonoides e antraquinonas) e triterpenos, nessa parte da planta.

Os testes fitoquimicos também foram realizados nas subfracdes mais
ativas (PFGD-C, PFGD-D e PFGD-E), para identificar quais classes de
metabolitos presentes poderiam ser os provaveis responsaveis pela inibicéo.
Além dos testes realizados com os extratos, a fracdo PFGD foi submetida ao
teste para detectar taninos, ja que essa classe de metabdlitos secundarios é
considerada um potente inibidor inespecifico de enzimas, devido a sua
complexagdo com proteinas 1371, Contudo, o resultado do teste de taninos foi
negativo, descartando entdo a possibilidade de serem os taninos, o0s

responséaveis pela inibicdo da fracdo diclorometano.

As analises indicaram a presenca de triterpenos, compostos fendlicos e
alcaloides nas trés subfracdes. Os flavonoides estdo presentes somente na
PFGD-C e PFGD-E, e os acidos graxos nao estao presentes em nenhuma das
subfracdes (TABELA 5).

TABELA 5. Resultado da triagem fitoquimica nas subfracfes mais ativas.

SUBSTANCIAS PFGD-C PFGD-D PFGD-E

Triterpenos + + +

Acidos Graxos - - -

Flavonoides + - +
Compostos fendlicos + + +
Alcaloides + + +

(+): presente; (-): ausente. FONTE: Préprio Autor.
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A Passiflora € uma fonte muito rica em varias classes de metabdlitos
secundarios, incluindo alcaloides, flavonoides, saponinas, monoterpenos,
sesquiterpenos e carotenoides, além de minerais, fibras e vitaminas, que ja séao
explorados pelo ser humano 138, Entretanto, fatores como solo, local, época do
ano, podem afetar a producdo desses metabalitos.

4.4 ATIVIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA DOS EXTRATOS E FRACOES

4.4.1 EXTRATOS BRUTOS DAS ESPECIES P. cincinnata, P. edulis e P.
foetida
Como um screening inicial, os ensaios de inibicdo enzimética foram
realizados com o0s extratos brutos das partes aéreas de trés espécies de
Passiflora: Passiflora foetida, Passiflora cincinnata e Passiflora edulis. Estes

resultados podem ser observados na FIGURA 25.
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FIGURA 25. Porcentagem de inibicdo da papaina com os extratos brutos da
Passiflora edulis, P. cincinnata e P. foetida utilizando trés concentracdes
diferentes (125, 250, 500 pug.mL?) e para comparacéo estatistica foi utilizado o
inibidor E64 (10 umol.LY). Foram realizadas andlise de variancia ANOVA e teste
de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam
gue ndo ha diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey
(p<0,05).
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(A) Extratos das espécies P. edulis (PE), P. cincinnata (PC) e P. foetida (PF), na concentragédo 500 pug/mL;
(B) Passiflora edulis; (C) Passiflora foetida AO1; (D) Passiflora foetida A02. E64: Inibidor; Ctrl: Controle.
FONTE: Proprio Autor.

Pode-se observar na FIGURA 25A que os extratos de P. foetida A0l
(40,15%) e P. foetida A02 (36,67%), apresentaram 0S maiores valores de
inibicAo enzimatica, e ndo apresentaram diferenca estatistica, portanto, ambos

0s acessos apresentaram o mesmo efeito de inibicdo enzimatica.

O extrato de Passiflora cincinnata ndo apresentou atividade de inibicéo

enzimatica, como pode-se observar na FIGURA 25A. Dessa forma nao foi
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avaliado o efeito da concentracdo deste extrato sobre a atividade de inibic&o

enzimatica.

O extrato de P. edulis, (FIGURA 25B) apresentou atividade de inibicao
enzimatica em todas as concentragées testadas: 125 ug.mL* (12,97%), 250
ug.mL1 (15,37%) e 500 pg.mL* (22,57%), apresentando diferenca estatistica em
relacdo ao controle negativo (Ctrl). Entretanto, a concentracdo de 250 pg.mL™*
nao possui diferenca estatistica com as outras duas concentragdes.

A PFAO1 apresentou atividade enzimatica em todas as concentracdes
testadas (FIGURA 25C): 125 pg.mL* (14,91%), 250 ug.mL? (25,47%) e 500
ng.mL?t (40,15%), mostrando um efeito concentracdo-dependente, ou seja,
quanto maior a concentracdo de extrato, maior foi a atividade de inibicdo
enzimatica. Como pode-se observar houve diferenca estatistica entre todos os
grupos.

A PFAO02 também apresentou atividade enzimética em todas as
concentracoes testadas (FIGURA 25D). Observa-se que todas as concentragdes
tiveram diferenca estatistica com o controle, porém, as concentracdes de 125
ng.mL* (9,73%) e 250 ug.mL* (14,22%) nédo possuem diferenca estatistica entre
Si.

O E64, é um inibidor irreversivel de cisteino proteases, e foi utilizado como
controle positivo de inibicdo. Esta substancia apresentou porcentagem de
inibicdo em 88,56% (10 umol.L1), e apresentou diferenca estatistica com todas
as fracOes testadas.

Como pode ser visto nos graficos da FIGURA 25, os extratos de P. foetida
obtiveram destaque na inibicdo, demonstrando seu potencial para a descoberta
de inibidores de cisteino proteases. Apesar do local de coleta da P. foetida serem
diferentes (Acesso 01 e 02), os extratos desses acessos nao possuem diferenca
estatistica entre os seus resultados de inibicdo enzimética. Isso refor¢a que esta

espécie é a mais promissora na busca desses inibidores.

4.4.2 EXTRATOS BRUTOS DAS PARTES AEREAS DE P. foetida

Como a P. foetida foi a planta que apresentou os melhores resultados de

inibicdo enzimética, ela foi selecionada para o fracionamento e isolamento dos
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possiveis inibidores de cisteino proteases. Deste modo, as partes aéreas da
Passiflora foetida (folhas, galhos, flor e frutos) foram separadas, apés a escolha
da espécie vegetal mais ativa, e seus extratos foram submetidos aos ensaios de
inibicdo enzimética. A P. foetida acesso 02 (PFA02) foi escolhido pela maior
disponibilidade da planta no local da coleta, uma vez que que os extratos brutos
dos dois acessos (AO1 e A02) ndo mostraram diferenca estatistica em suas

atividades de inibicdo enzimatica.

Observa-se na FIGURA 26A que a concentragdo de 500 ug.mL* mostrou
novamente a maior inibicdo para todos os extratos vegetais, tendo o extrato dos
galhos da Passiflora foetida (PFG) a maior porcentagem de inibicéo (47,17%).
Como pode-se observar, houve diferenca estatistica entre os extratos dos galhos

e todos o0s outros extratos.

Pode-se observar nas FIGURAS 26B, 26D e 26E que as concentracoes
de 125 e 250 pg.mL* ndo mostraram diferenca estatistica entre si, para o extrato
dos galhos (PFG), extrato das flores (PFFI) e extrato dos frutos (PFFr). Para o
extrato das folhas (PFFo) (FIGURA 26C), observou-se o efeito concentracao-
dependente, porém, a concentracdo de 125 pg.mL? ndo teve diferenca

estatistica com o controle negativo.

No estudo de Paulraj (2014) 139 avaliou-se o efeito de inibicdo das
enzimas a-glucosidase e a-amilase com o extrato das mistura das partes aéreas
da Passiflora foetida. Os resultados mostraram potencial de inibicdo da a-
glucosidase (> 70%), e potencial de inibigdo da a-amilase (> 80%). Diante disso,
conclui-se que as partes aéreas (folhas, galhos, flores e frutos) dessa espécie

apresentam potencial em inibir outros tipos de enzima.

Todos os resultados apresentados nos graficos da FIGURA 26, mostram
gue os extratos dos galhos de P. foetida possuem o maior potencial inibitério,
logo, o estudo colaborou para identificar qual parte aérea da espécie pode ser a
responsavel pela maior concentragdo de inibidores de cisteino proteases. Além
disso, este é o primeiro trabalho na literatura que apresenta resultados sobre a

inibicdo de uma cisteino protease frente a espécie de Passiflora foetida.
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FIGURA 26. Porcentagem de inibicdo da papaina com os extratos brutos das partes aéreas de Passiflora foetida A02 utilizando as
concentragdes: 125, 250, 500 ug.mL! e para comparacgédo estatistica foi utilizado o inibidor E64 (10 pmol.Lt). Foram realizadas
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que nao ha

diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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(A) Extratos de P. foetida na concentragdo de 500 pg/mL; (B) GALHOS; (C) FOLHAS; (D) FLOR; (E) FRUTO; E64: Inibidor; Ctrl: Controle. FONTE: Prdéprio autor.
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4.4.3 FRAQOES PROVENIENTES DO EXTRATO BRUTO DOS GALHOS DE

P. foetida

O extrato dos galhos de P. foetida foi selecionado para seguir o estudo de
isolamento bioguiado, pois foi 0 que apresentou maior atividade de inibicao
enzimatica, além de possuir maior disponibilidade (massa) dentre as partes
estudadas. Logo, este extrato foi submetido a parti¢do liquido-liquido, obtendo-
se as fracBes hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcéolica, que em
seguida foram submetidas a atividade de inibicdo enzimética na concentracdo
de 500 ug.mL?! (FIGURA 27).

FIGURA 27. Porcentagem de inibicdo da papaina com as fracfes obtidas da
particdo liquido-liquido dos galhos de Passiflora foetida (500 ug.mL?) e para
comparacdo estatistica foi utilizado o inibidor E64 (10 pmol.L't). Foram
realizadas analise de variancia ANOVA e teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que ndo ha diferenca

estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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E64: Inibidor; Ctrl: Controle; Hex: Hexano; DCM: Diclorometano; AcOEt: Acetato de etila; HA:
Hidroalcolico; FONTE: Préprio autor.

A fracéo diclorometano dos galhos de P. foetida (PFGD) apresentou maior
média de atividade de inibicdo enzimatica (38,31%), seguido da fracdo acetato
de etila (PFGACOEL) (32,92%), entretanto ndo mostrou diferenca estatistica
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entre si. Contudo, como a fracdo PFGD possuia a maior massa (3,72 Q),

selecionou-se esta fracdo para o isolamento das substancias bioativas.

A fracdo hexano (PFGHex) (18,78%) e a frag&do hidroalcéolica (PFGHA)
(17,79%) dos galhos de P. foetida resultaram em menores efeitos de inibicdo
enzimatica, sem diferenca estatistica entre elas (FIGURA 27). Mesmo nao
possuindo um potencial de inibicdo de cisteino proteases relevante, a fracdo
hexano das folhas de P. foetida inibiu em 96,46% a enzima acetilcolinesterase
(0,8 mg.mL™?), segundo FILHO et al. (2018) 1249, |ogo, € necessario que novos
estudos sejam realizados para verificar se as fragdes dos galhos, com menores
potenciais de inibicdo de cisteino protease, também possuem resultados

melhores na inibic&o de outras classes de enzimas.

Portanto, com os resultados apresentados nos graficos da Figura 27, h4
indicios de que as substancias presentes nas fracdes diclorometano e acetato

de etila sdo potenciais inibidores de cisteino protease presentes na espécie.

4.4.4 SUBFRACOES PROVENIENTES DA FRACAO DICLOROMETANO DOS
GALHOS DE P. foetida POR CLC

Apoés os resultados de inibicdo enzimatica com as fracdes da particdo
liquido-liquido, a fragéo diclorometano (PFGD) foi escolhida para continuar o
estudo. Esta fragcéo foi submetida ao fracionamento por CLC, resultando em oito
subfracdes. Na sequéncia, estas subfracfes foram submetidas a atividade de
inibicdo enzimatica.

Como pode-se observar na Figura 28, a PFGD-C obteve a maior média
percentual de inibicdo enzimatica (64,63%), seguido da PFGD-D (57,24%),
PFGD-F (47,36%) e PFGD-E (45,83%), entretanto ndo se observou diferenca
estatistica entre PFGD-C e PFGD-D, e entre PFGD-F e PFGD-E. As outras
fracOes apresentaram os seguintes valores de inibicdo enzimatica, em ordem
decrescente: PFGD-B (43,14%), PFGD-A (36,28%), PFGD-G (33,09%) e PFGD-
H (11,33%).
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FIGURA 28. Porcentagem de inibicdo da papaina das fracdes obtidas por
cromatografia liquida classica a partir da fracdo diclorometano dos galhos da
Passiflora foetida A02 (PFGD) (500 ug.mL™?) e para comparacéo estatistica foi
utilizado o inibidor E64 (10 umol.L't). Foram realizadas andlise de variancia
ANOVA e teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras
iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste
de Tukey (p<0,05).
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Todas as subfracdes, com excecdo da PFGD-H, obtiveram diferenca
estatistica com o controle, portanto, a subfracdo PFGD-H n&o possui potencial

de inibicao de cisteino proteases.

As subfracbes PFGD-C (120 mg) e PFGD-D (140 mg) foram escolhidas
para o isolamento e identificacdo das substancias, ja que apresentaram o0s
maiores percentuais de inibicdo enzimatica, enquanto a subfracdo PFGD-E foi
selecionada, pelos seguintes fatores: maior massa (340 mg) dentre as fracdes
mais ativas e percentual de inibicdo sem diferencga estatistica com a subfracéo
PFGD-D.
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4.5 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES
TOTAIS E SUA RELACAO COM A INIBICAO ENZIMATICA

Para quantificar os compostos fendlicos totais e flavonoides totais foram
construidas curvas de calibracdo utilizando o acido galico e a quercetina,
respectivamente (FIGURA 29 e 30). Empregando a equacao da reta construida
com acido galico (y = 0,0071x - 0,0357) foi possivel determinar o teor de
compostos fendlicos totais (mg EqQAG/g de extrato) presente nas amostras,
enquanto utilizando a equacéo da reta construida com a quercetina (y = 0,0113x
+ 0,0451) foi possivel determinar o teor (mg EqQQUE/g de extrato) de flavonoides

totais presente nas amostras.

FIGURA 29. Curva de calibragdo do &cido galico (10 pg.mL™?, 20 pug.mL?, 40
nug.mL%, 80 pg.mL? e 100 pg.mL™Y).
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FIGURA 30. Curva de calibracédo da quercetina (6,5 pug.mL, 12,5, pg.mL?, 25
nug.mL2, 50 pug.mL? e 100 pg.mL™Y).
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Como pode-se observar na TABELA 6, os dois acessos de P. foetida
(PFAQ1) apresentaram as maiores concentracfes de compostos fendlicos
(PFAO1: 63,43 = 2,58 mg EqAG/g de extrato; PFA02: 51,18 + 4,82 mg EqAG/g
de extrato), mas diferentes estatisticamente. Em contrapartida, a P. cincinnata
apresentou a menor concentracdo (34,56 + 0,69 mg EQAG/g de extrato), assim
como a P. edulis que foi estatisticamente igual (37,05 = 1,39 mg EqAG/g de

extrato).

Em relacdo a quantificagcdo de flavonoides totais a PFAO02 apresentou
maior concentracédo (33,66 + 1,48 mg EQQUE/g de extrato), quando comparado
com a PFAOQ1 e as outras espécies. Como pode ser observado na TABELA 6, as
concentracbes de flavonoides totais da PC (25,03 + 3,13 mg EqQQUE/g de
extrato), PE (23,48 = 7,02 mg EQQUE/g de extrato) e PFAOL (28,28 + 3,89 mg

EqQUE/g de extrato) ndo apresentaram diferenca estatisticas entre si.
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TABELA 6. Concentracdo de compostos fendlicos totais (mg EqAG/g de extrato), flavonoides totais (mg EqQQUE/g de extrato) das
espécies de Passiflora e atividade de inibicdo enziméatica dos extratos na concentracdo de 500 ug/mL. Foram realizadas analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que nao ha diferenca

estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

AMOSTRAS COMPOSTOS FENOLICOS FLAVONOIDES INIBICAO ENZIMATICA (%)
(mg EqAG/g de extrato) (mg EqQQUE/g de extrato)
PC 34,56 +£ 0,69 @ 25,03 £ 3,132 2,68 +6,44 2
PE 37,05+1,39¢2 23,48 +7,022 22,57 +2,13°
PFAO1 63,43 + 2,58 P 28,28 + 3,892 40,15+2,17°¢
PFAO02 51,18 +4,82°¢ 33,66 +1,48° 36,67 £ 3,3b:¢

PC: Passiflora cincinnata; PE: Passiflora edulis; PFAOL: Passiflora foetidda Acesso 01; PFA02: Passiflora foetida Acesso 02.
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No estudo de Leal et. al (2018) [**4 a concentracdo média de compostos
fendlicos nos extratos das folhas (36,90 + 19,98 mg EqAG/g de extrato) e dos
galhos (45,53 + 14.14 mg EQAG/g de extrato) da P. cincinnata foram ligeiramente
superiores ao determinado neste trabalho (TABELA 6) (34,56 + 0,69 mg EqQAG/g
de extrato), mas que parece ndo haver diferenca estatistica visto que os desvios
padrao dos resultados destes autores foram muito elevados. Deste modo, os
resultados, da quantificacdo de fendlicos, deste trabalho foram corroborados
com os de Leal et al. (2018). J& quando comparamos a concentracao de
flavonoides, Leal et. al (2018) detectaram valores inferiores ao deste trabalho
(TABELA 6), sendo 1,42 = 0,01 mg EqQQUE/g de extrato (folhas) e 1,37 £ 0,21
mg EqQQUE/g de extrato (galhos).

Na Passiflora edulis a maioria dos trabalhos abordam a quantificacédo do
extrato da polpa e cascas dos frutos, impossibilitando a comparacdo com este
trabalho. No entanto, dois autores determinaram os compostos fendlicos e
flavonoides totais para folhas e galhos dessa espécie. No estudo de Ramaiya et.
al (2014) %2 a concentracdo de fenois totais no extrato metandlico das folhas e
galhos foi de 23,7 + 1,1 mg EqAG/g e 25,8 £ 0,6 mg EqAG/g, respectivamente,
valores inferiores ao deste trabalho (TABELA 6). JA Martins et. al (2015) 143l
apresentou resultados superiores, onde no extrato etandlico das folhas
determinou-se 46,7 + 1,15 mg EqAG/g de extrato. Badalova et. al (2021) 144
obteve com o extrato metandlico dos frutos valores inferiores de compostos
fendlicos totais (1,44 + 0,26 mg EqAG/g de extrato) e flavonoides (1,23 + 0,24
mg EqQUE/g de extrato) quando comparados aos desse trabalho.

A diferenca nos valores de quantificacdo entre os estudos pode ser
relacionada com o tipo de material em analise [*3%, sendo que, nas quantificacdes
com as partes aéreas de forma separadas, os dados vao apresentar composi¢ao
e quantidade diferente de metabdlitos secundarios, que sdo extremamente
importantes e de contribuicdo direta nas divergéncias dos resultados. Na
literatura n&o ha trabalhos que mostrem as quantificagcdes com extrato das partes

aéreas reunidas.

Com relacéo a atividade de inibicdo enzimatica, os extratos da PE e PC,
apesar de apresentarem quantidades préximas de fendis e flavonoides,

apresentaram resultados diferentes na inibicdo, logo, é possivel que algum
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metabdlito secundario especifico seja o responsével pelo maior efeito de inibicdo
do extrato da PE.

Os extratos PFAOL e PFAO2, obtiveram os maiores resultados da inibicdo
enzimatica e maiores concentracdes de fendis e flavonoides, sendo a espécie
escolhida para continuar os estudos, indicando que esta classe de metabdlitos

secundarios pode ser a principal classe responsavel pela inibicdo enzimatica.

A seguir pode-se observar se ha correlacdo entre a quantidade de
compostos fendlicos e flavonoides totais presentes nas partes aéreas (galhos,
folhas, flor e frutos) de P. foetida e o efeito de inibicdo enzimética (TABELA 7).

De acordo com a TABELA 7, o extrato das folhas apresentou a maior
concentracdo de compostos fendlicos (64,21 + 6,60 mg EQAG/g de extrato) e de
flavonoides (30,99 + 3,29 mg EqQQUE/g de extrato), e tiveram diferenca

estatistica com todas as demais partes aéreas citadas no estudo.

Os compostos fendlicos presentes nas flores (55,69 = 1,04 mg EQAG/g de
extrato) e nos galhos (49,42 + 0,92 mg EQAG/g de extrato) ndo tiveram diferenca
estatistica entre si. Entretanto, na concentracdo de flavonoides, houve diferenca
estatistica entre estas partes (9,20 £ 0,87 mg EQQUE/g de extrato das flores e
19,39 + 1,98 mg EqQQUE/g de extrato dos galhos).

A menor concentracdo de compostos fendlicos foi encontrada nos frutos
(30,46 + 2,36 mg EqAG/g de extrato). Além disso ndo se detectou flavonoides
neste extrato (0,00 + 0,85 mg EqQUE/g de extrato). Esses resultados obtiveram

diferencas estatisticas com as demais partes aéreas.
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TABELA 7. Concentracdo de compostos fendlicos totais (mg EqAG/g de extrato), flavonoides totais (mg EqQQUE/g de extrato) das
partes aéreas de Passiflora foetida e atividade de inibicdo enzimatica dos extratos na concentracdo de 500 pug/mL. Foram realizadas
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que nao ha

diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

AMOSTRAS COMPOSTOS FENOLICOS FLAVONOIDES INIBICAO ENZIMATICA (%)
(mg EqAG/g de extrato) (mg EqQQUE/g de extrato)
PFAO02 — GALHOS 49,42 £+ 0,92 @ 19,39+1,982 47,17+ 2,552
PFAO2 — FOLHAS 64,21 +6,60° 30,99 +3,29°b 36,16 +2,28 P
PFA02 - FLOR 55,69 +1,04¢2 9,20+0,87 ¢ 28,64 + 6,69 P
PFA02 - FRUTOS 30,46 £ 2,36 ¢ 0,00+0,85 ¢ 30,33 +2,60°

PFAO02: Passiflora foetida Acesso 02.
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No estudo de Asir (2014) 43! analisou-se o teor de compostos fendlicos e
flavonoides em diferentes partes aéreas da Passiflora foetida (folha, sementes,
raiz, frutos maduros e frutos ndo maduros), em diferentes extratos. Os resultados
demonstraram que o0s extrato aquoso e etanol apresentaram as maiores
concentracbes de compostos fendlicos. Consequentemente, isso respalda a
utilizac&o do etanol no presente estudo, para extrair a maior quantidade possivel

de compostos fendlicos.

Tandoro (2020) [ obteve concentragbes inferiores de compostos
fendlicos para as folhas (22,92 + 0,18 mg EqAG/g de extrato) e frutos (6,53 +
1,02 mg EqAG/g de extrato), e na concentragdo de flavonoides dos frutos (1,56
+ 0,27 mg EqQUE/g de extrato) e das folhas (7,01 + 0,10 mg EQQUE/g), quando
comparados com os dados da TABELA 7. Essa discrepancia entre os resultados
pode estar ligada aos diferentes métodos de extracao aplicado no trabalho citado
(infusé@o para as folhas e maceracédo por trés horas utilizando agua destilada

como solvente extrator para os frutos).

Ainda n&o foram publicados trabalhos que descrevem a quantificacao de
compostos fendlicos e flavonoides totais dos galhos e flores de P. foetida, logo,
esse é o primeiro trabalho que aborda essas informacdes e a suas correlacdes

com as demais partes aéreas citadas (folhas e frutos).

Relacionando a atividade de inibicdo enzimatica com as concentracdes
de compostos fendlicos e flavonoides totais, pode-se observar que o extrato das
folhas e dos galhos possuem concentragdes diferentes destes compostos, tendo
as folhas as maiores concentracdes. Entretanto, o extrato dos galhos possui a
maior porcentagem de inibicdo, logo, é provavel que esse extrato, possua em
sua composicdo, concentracbes maiores de um determinado composto
fendlico/flavonoide que interagem de forma mais eficiente com a enzima. Outra
hipétese seria a presenca de outras classes de metabdlitos secundarios no

extrato dos galhos com atividade de inibicdo enzimatica.

Como forma de correlacionar essas duas classes (compostos fendlicos e
flavonoides) com a atividade de inibicdo enzimética, foi realizada a quantificacéo
dos compostos fendlicos e flavonoides totais nas subfracées mais ativas (PFGD-
C, PFGD-D e PFGD-E). Na TABELA 8, pode-se observar o resultado da
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guantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides, assim como a correlagédo

com a atividade de inibicdo enzimética de cada subfracdo.

A maior concentracdo de compostos fendlicos estd na PFGD-E, com
288,07 + 10,95 mg EgAG/g de extrato, diferente estatisticamente de todas as
outras subfracbes. A PFGD-C (29,07 + 2,27 mg EqAG/g de extrato) e PFGD-D
(22,80 £ 3,62 EqAG/g de extrato), resultou em concentracdes que nao tem
diferenca estatistica entre si.

Na quantificacdo de flavonoides, todas as subfracdes tiveram diferenca
estatisticas, concedendo destaque a PFGD-C com a maior concentracao de
flavonoides (21 + 3,72 mg EqQQUE/g de extrato). A PFGD-E resultou em uma
concentracéo de 17,32 + 2,16 mg EQQUE/g de extrato, enquanto que na PFGD-
D néo foi detectado flavonoides (0,00 + 0,97 mg EQQUE/g de extrato).

Comparando os resultados da quantificacdo com atividade de inibicao
enzimatica, é visto que os flavonoides ndo séo os principais responsaveis pela
inibicdo da papaina, uma vez que a porcentagem de inibicdo da PFGD-C nédo
tem diferenca estatistica com PFGD-D, fracdo onde nao se detectou flavonoides
(0,00 + 0,97 mg EQQUE/g de extrato). Analise similar pode ser realizada para as
subfragcdes PFGD-D e PFGD-E, onde se observa a mesma atividade de inibicéo
enzimatica. Percebe-se que quando presente, a quantidade de flavonoides é
muito inferior a quantidade de compostos fendlicos, o que indica que algum outro
composto fendlico, de classe diferente dos flavonoides, esta sendo o principal

responséavel por tal efeito.



63

TABELA 8. Concentracédo de compostos fendlicos totais (mg EqAG/g de extrato), flavonoides totais (mg EqQQUE/g de extrato) das
subfracdes da Passiflora foetida e atividade de inibicdo enzimatica dos extratos na concentracdo de 500 pg/mL. Foram realizadas
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que nao ha

diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

AMOSTRAS COMPOSTOS FENOLICOS FLAVONOIDES INIBICAO
(mg EqAG/g de extrato) (mg EqQUE/g de extrato) ENZIMATICA (%)
PFGD-C 29,07 £ 2,27 @ 21 +3,7272 64,63 +2,21¢2
PFGD-D 22,80 £ 3,622 0,00 £0,97° 57,24 + 4,06 &P
PFGD-E 288,07 + 10,95 P 17,32+ 2,16 ¢ 45,83 +0,56 "

PFGD: Fracéo diclorometano dos galhos da Passiflora foetida.
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4.6 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Apbs a obtencéo das fracdes bioativas por meio de fracionamentos guiados
pela inibicdo da cisteino protease, papaina, e deteccdo das classes de
metabdlitos secundarios presentes nas das subfracdes PFGD-C, PFGD-D e
PFGD-E oriundas dos extratos dos galhos de P. foetida, partiu-se para o
isolamento dos metabolitos presentes nessas subfracdes. Inicialmente as
subfragcdes PFGD-C, PFGD-D e PFGD-E foram analisadas por HPLC, para
determinar as melhores condi¢cdes de separacdo dos constituintes. Em seguida
realizou-se o escalonamento em HPLC semipreparativo para o isolamento dos

metabolitos secundarios.

Pode-se observar na FIGURA 31A o cromatograma da subfrages PFGD-
C. Este cromatograma apresentou cinco bandas bem definidas, quatro
detectados em 254 nm e uma em 365nm. Contudo, a baixa intensidade das
bandas dificultaria o isolamento desses constituintes no modo semipreparativo,
uma vez que apls o escalonamento, as bandas tendem a ficar mais largas e
conseguentemente com uma menor intensidade. Ja a banda 3 (Tempo de
retencdo= 17.60 min), poderia ser mais facilmente coletada uma vez que

apresentou elevada intensidade.

O cromatograma da subfracdo PFGD-D (FIGURA 31B) mostrou cinco
bandas, com duas delas (3 e 5) sendo detectadas nos dois comprimentos (254
e 365 nm) e trés (1,2 e 4) detectadas apenas em 254 nm. Com excec¢ao das
bandas 3 e 4, observam-se bandas com baixas intensidades, também
dificultando o isolamento delas. Outro problema que poderia ocorrer apds o
escalonamento seria a coeluicdo das bandas 2 e 3, pois elas estdo muito

proximas uma da outra.

Com base nas baixas intensidades da maioria das bandas nos
cromatogramas e das baixas massas dessas duas subfra¢cdes (PFGD-C, 120 mg
e PFGD-D, 140 mg), seria muito dificil isolar quantidades suficiente das
substancias, para elucidar suas estruturas quimicas e realizar a atividade de
inibicdo enzimatica. Com isso, o isolamento das substancias néo foi realizado

com essas subfragoes.
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FIGURA 31. Cromatogramas analiticos das fracdes PFGD-C (A) e PFGD-D (B) obtidos por HPLC com as seguintes condi¢cdes:
coluna C18 Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 p), vazdo de 1 mL/min, deteccdo por UV a 254 e 365 nm, fase movel ACN+0,1% acido
formico/H20 (65/35).
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O cromatograma analitico da fragdo PFGD-E (FIGURA 33) revelou bandas
cromatograficas com boas resolucdes para a maioria delas. Com excecado das
bandas 1 e 2, as outras bandas (3, 4 e 5) apresentam excelente resolugédo no
modo analitico.

Nos espectros de UV-Vis de cada banda cromatografica (FIGURA 33),
observa-se que os seus padrdes espectrais sdo caracteristicos de flavonoides,
revelando duas bandas de absorcao principais: a banda | (320-385nm) que
representa o anel B de flavonoides, e a banda Il (250-285 nm) que corresponde
a absorcdo do anel A de flavonoides (FIGURA 32) 48],

FIGURA 32. Caracteristicas espectrais no UV-Vis de diferentes flavonoides, e

espectro de absor¢cao de cada anel do flavonoide.

Quercetina
Kaempferol

Apigénina

Catequina

Absorption (a.u.)

BANDA II: 250-285 nm BANDA I : 320-385 nm

— T
/\/\ 1

‘Wavelength /nm

FONTE: PRITHVIRAJ (2019) [146l; JURASEKOVA et. al (2007) 1471,

Comparando com os dados da literatura, todas os espectros de UV-Vis,
apresentam semelhanca ao padrdo de flavonoides, onde as diferencas na
intensidade das bandas tem relagédo com o tipo de substituinte que esta presente
nos anéis (147l logo, € possivel afirmar que todas as bandas visiveis no

cromatograma, sao de flavonoides.
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FIGURA 33. Cromatograma analitico da fragdo PFGD-E obtidos por HPLC com as seguintes condi¢des: coluna C18 Shim-Pack (4,6

X 250 mm, 10 p), vazéo de 1 mL/min, deteccdo por UV a 254 e 365 nm, fase movel de ACN+0,1% Acido férmico/H20 (55/45), e os

espectros de UV de cada banda, com seus respectivos tempos de retencao.
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Iniciou-se o isolamento com a fracdo PFGD-E por dois motivos: nao teve
diferenca estatistica com a fracdo PFGD-D e por possuir maior massa. Pode-se
observar na Figura 34 o cromatograma semipreparativo da subfragdo PFGD-E.
O que se observa € que houve uma perda de resolucdo na separa¢do, como se
esperava, e alteracao no tempo de retencéo, quando comparado com as bandas
do cromatograma analitico (FIGURA 33). Mesmo assim, foi possivel realizar a

coleta das substancias com corte nas bandas para garantir a sua pureza.

FIGURA 34. Cromatograma semipreparativo da fracdo PFGD-E obtidos por
HPLC com as seguintes condi¢des: coluna C18 Shim-Pack (21,2 x 250 mm, 10
M), vazdo de 14 mL/min, deteccao realizada por UV a 254 e 365 nm e fase movel
ACN+0,1% &cido formico/H20 (55/45).

300 T T X T 2 T T T
—365nm |

—— 254 nm
250

200 S

150

mV

100 +

50

Tempo (min)
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Com a PFGD-E (340mg) foi realizado o isolamento dos metabdlitos
secundarios, resultando em 6,9 mg (PFGD-E1), 4,5 mg (PFGD-E2), 13,7 mg
(PFGD-E3), 7,7 mg (PFGD-E4), 5,8 mg (PFGD-E5), 3,2 mg (PFGD-E6), o que
resulta em rendimentos de 2,03%; 1,32%; 4,03%; 2,26%; 1,70%; 0,94%,
respectivamente. Todas estas amostras foram enviadas para analise por RMN

(Ressonancia Magnética Nuclear).
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4.7 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

As sustancias isoladas da subfracdo PFGD-E foram identificadas por
RMN !H, COSY, HSQC, HMBC, espectrometria de massas com ionizacdo por
electrospray e comparacdo com os dados da literatura e sera detalhada nos
proximos topicos. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes

por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz).

Como sera visualizado a seguir, a partir da subfracdo PFGD-E foram
isoladas duas flavanonas (Banda 1 e 5) e uma flavona (Banda 6). As demais
fracOes coletadas, referentes as bandas 2, 3 e 4, apresentavam-se ainda em
mistura e por isso ndo foi possivel a identificacdo desses metabdlitos
secundarios, por conta da complexidade da mistura. Mesmo assim a classe de
flavonoides presentes nestas fracbes foi identificada por meio de analises

realizadas por RMN *H.

4.7.1 Misturas de flavanonas

As amostras referentes as bandas, 2, 3 e 4 estavam em mistura, contudo,
com os dados obtidos por RMN *H foi possivel sugerir a presenca de flavonoides
(CeC3Cs) do tipo flavanona. Alguns sinais caracteristicos dessa classe foram
observados nos espectros de RMN 'H (FIGURA 35). Foram eles: duplos
dubletos na faixa de & 2,7 a 3,1 ppm, caracteristico de H-3e (equatorial) e H-3a
(axial) do anel C; um singleto em & 12 ppm, referente ao hidrogénio da hidroxila
C-5 quelado com o oxigénio da carbonila; sinais de hidrogénios aromaticos,
indicativos dos hidrogénios dos anéis A e B de flavonoides. Além desses sinais,
0s singletos presentes na faixa de 6 3,5 a 4,0 ppm, sdo caracteristicos da

presenca de metoxilas.

Observa-se também sinais intensos de impurezas no espectro RMN da
PFGD-E4, referentes a ésteres de ftalatos. Os sinais em 6 1,0-1,5 ppm, sdo
caracteristicos de hidrogénios metila (CHs), os hidrogénios metilénicos (CHo-
CHpy) ligados ao grupamento éster do ftalato séo vistos em 6 4,0-4,5 e os sinais

em § 7,5-8,0, sdo referentes aos hidrogénios metinicos de anel aromatico 2481,
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FIGURA 35. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) mostrando sinais caracteristicos de flavanonas nas amostras PFGD-E2, PFGD-
E3 e PFGD-E4, e esqueleto da estrutura quimica de uma flavanona. (A) Espectro de RMN *H, (B) Ampliacdo do sinal de H quelado,

(C) Ampliacéo dos sinais de H-3 caracteristicos de flavononas.
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4.7.2 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavanona (PFGD-E1)
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Na TABELA 9 sdo representados os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios e carbonos e as constantes de acoplamentos dos hidrogénios da

substancia PFGD-E1, além de dados da literatura.

TABELA 9. Dados de RMN *H e 13C (CDCls, 400 MHz) da substancia PFGD-E1

e comparagao com os dados da literatura.

POSICAO PFGD-E1 (CDCls) GRECCO et. al (CDsOD) 5
- 1H 5 (ppm) 13C 5 H 5 (ppm) 13C 5
(ppm) (ppm)
2 5,35 (dd, 13,0 e 3,0 Hz, 1H) 79,2 5,32 (dd, J = 13,0 and 3,0 Hz, 1H) 79,1
3e 2,78 (dd, 17,2 e 3,0 Hz, 1H) 42,7 2,73 (dd, J = 17,2 and 3,0 Hz, 1H) 42,8
3a 3,09 (dd, 17,2 e 13,0 Hz, 1H) 42,7 3,08 (dd, J=17,2and 13,0 Hz, 1H) 42,8
4 - 196,5 - 196,5
OH-5 12,03 (s, 1H) 164,4 - 163,0
6 6,04 (d, 2,3 Hz, 1H) 94,7 6,01 (s, 2H) 127.,6
7 - 168,2 - 163,6
8 6,07 (d, 2,3 Hz,1H) 94,2 6,01 (s, 2H) 93,9
9 - 103,4 - 102,8
10 156,5 157,4
k - 130,9 - 129,0
2 7,32 (d, 8,5 Hz, 2H) 128,7 7,26 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 127,7
3 6,89 (d, 8,5 Hz, 2H) 116,3 6,83 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 115,3
OH- & - 156,6 - 168,0
5 6,89 (d, 8,5 Hz, 2H) 116,3 6,83 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 115,3
6’ 7,32 (d, 8,5 Hz, 2H) 128,7 7,26 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 127,7
OCH3z-7 3,81 (s, 3H) 55,7 3,77 (s, OCHa) 55,3

No espectro de RMN 'H (FIGURA 36) pode ser visto um duplo dubleto em
62,78 ppm (Jnsz, H2 = 17,2 € 3,0 Hz, 1H) e em & 3,09 ppm (Jns, 12 =17,2 e 13,0 Hz,

1H), referentes aos prétons geminais H-3e (equatorial) e H-3a (axial),

respectivamente, sinais caracteristicos de flavanonas. De acordo com as
constantes de acoplamento e o COSY H-'H (FIGURA 37), os hidrogénios H-

3a/3e, além de estarem acoplando entres si, também estdo acoplando com o
hidrogénio vicinal H-2, em 6 5,35 ppm (dd, Ju2, 13 = 13,0 e 3,0 Hz, 1H).

Os dubletos em 6 6,04 ppm (d, Jus, Hg8 = 2.3 Hz) e 6 6,07 ppm (d, Jne, Hs =

2,3 Hz), integrando para um hidrogénio cada, séao referentes aos hidrogénios H-

6 e H-8, respectivamente, e estdo acoplando entre si, com constante de

acoplamento tipico da posicdo meta (J em torno de 2,5 Hz). O deslocamento
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guimico do H-6 e H-8 sdo proximos por conta do mesmo efeito de protecéo dos
substituintes (C-5, C-7 e C-9, oxigenados), que ambos os hidrogénios sofrem
[149]

Na regido de aromaticos é possivel visualizar sinais referente aos
hidrogénios do anel B. S&o vistos dois dubletos, um em & 6,89 ppm (Jn3/5 H2/6=
8,5 Hz, 2H), referente aos hidrogénios quimicamente equivalentes H-3' e H-5’ e
o outro em & 7,32 ppm (Inzss Hzre= 8,5 Hz, 2H), referente aos hidrogénios H-2' e
H-6’, também guimicamente equivalentes. As suas constantes de acoplamento
mostram que, além dos quatro hidrogénios estarem acoplando entre si, 0s
hidrogénios H-3’ e H-5', estdo em posicdo orto (J em torno de 8,5 Hz) aos
hidrogénios H-2' e H-6’, 0 que indica a presenca de um substituinte no C-4".
Conseguentemente, os H-3’ e H-5" vao apresentar deslocamento menor, que 0s
H-2' e H-6’, devido ao efeito causado pela ressonancia dos pares de e do
oxigénio sobre os carbonos C-3’ e C-5’, blindando seus respectivos hidrogénios.

O COSY 'H-'H (FIGURA 37) confirmou a correlacédo entre esses hidrogénios.

O singleto altamente desprotegido em & 12,03 ppm, integrando para um
hidrogénio, indica a presenca de um grupo hidroxila em um anel de seis
membros (anel A), sugerindo uma forte ligacdo intramolecular, entre o H da
hidroxila no C-5 e o oxigénio da carbonila no C-4. O singleto intenso em & 3,81

ppm integrando para trés hidrogénios é referente a uma metoxila (-OCHz).

No espectro de RMN H da substancia PFGD-E1 pode-se observar sinais
de impureza, referentes a ésteres de ftalatos. Os sinais em 6 1,0-1,5 ppm, sao
caracteristicos de hidrogénios metila (CHs), os hidrogénios metilénicos (CHa-
CHpy) ligados ao grupamento éster do ftalato sdo vistos em 6 4,0-4,5 e os sinais

em o 7,5-8,0, séo referentes hidrogénios metinicos de anel aromatico.



FIGURA 36. Estrutura quimica e espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIls) da 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavanona.
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FIGURA 37. Gréfico de contorno de COSY 'H-'H (400 MHZ, CDCls) da 5,4'-

dihidroxi-7-metoxi-flavanona.
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Nos espectros de HSQC (FIGURA 38) e HMBC (FIGURA 39) podem ser
visualizadas as correlacdes entre os hidrogénios e carbonos, que confirmam a
identificacdo da estrutura quimica, elucidada por RMN 'H (FIGURA 36), dados
de BC, COSY H-'H (FIGURA 37), espectrometria de massas e dados da
literatura.

No gréafico de contorno HSQC foi observado 8 sinais, e no HMBC, 14
sinais, de atomos de carbono. Os sinais mais intensos no HMBC, s&o: & 196,5
ppm que foi atribuido ao C-4, tipico de carbonilas e 0 & 79,2 ppm que é referente
ao carbono C-2, confirmado pelo HSQC, indicando a ligacdo direta entre o
carbono e o H-2 (6 5,35 ppm). O sinal em & 42,7 ppm sugere um carbono
metilénico, atribuido ao carbono C-3, 0 HSQC (FIGURA 38) confirma este

indicativo.
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FIGURA 38. Gréafico de contorno de HSQC H-3C (400 MHz, CDCIls3) da 5,4'-
dihidroxi-7-metoxi-flavanona. As correlagdes hidrogénios e carbonos sao vistas
entre chaves: {*H, 13C}.
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Os carbonos C-5 e C-4' sdo hidroxilados, e aos seus sinais foram
atribuidos ao deslocamento quimico de & 164,4 ppm e & 156,6 ppm,
respectivamente. Os sinais 6 94,7 ppm e & 94,2 ppm em comum aos dois
espectros bidimensionais (HSQC e HMBC) sao referentes aos carbonos, C-6 e

C-8, respectivamente.

Os carbonos comuns aos anéis A e C, C-9 e C-10, apresentam sinais em
6 103,4 ppm e & 156,5 ppm, respectivamente. O sinal em & 168,2 ppm, é
referente ao carbono C-7, contudo, o valor do deslocamento quimico sugere que
um substituinte esteja ligado a ele, e provavelmente seja uma metoxila (-OCHz),
j& que o deslocamento quimico em & 55,7 ppm, é indicado ao carbono desse

substituinte, essas posi¢des foram confirmadas pelo HMBC.



76

Na regido dos aromaticos sao vistos sinais referentes aos carbonos do
anel B. O sinal em 6 130,9 ppm, refere-se ao carbono C-1’. Por conta do efeito
de ressonancia, causado pela hidroxila no C-4, o sinal 6 116,3 ppm, vai ser
atribuido aos carbonos C-3' e C-5', e 0 sinal em & 128,7 ppm, é referente aos

carbonos C-2’ e C-6.

FIGURA 39. Gréfico de contorno de HMBC H-*3C (400 MHz, CDCIls) da 5,4
dihidroxi-7-metoxi-flavanona. As correlacdes entre hidrogénios e carbonos séo

vistas entre chaves: {*H, 13C}.
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Na Figura 40, pode ser observado o espectro de massas da PFGD-E1. O

sinal mais intenso, refere-se a [M-H] m/z 285,15.

De acordo com os dados espectroscopicos observados nas analises e e
por comparacdo com o estudo de GRECCO et. Al (2014)11%0, essa substancia

trata-se da sakuranetina (5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavanona).

FIGURA 40. Espectro de massas da PFGD-E1 obtido em ionizacdo por
electrospray no modo SCAN negativo (-4,5 kV) a 308 K.
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4.7.3 5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxi-flavanona (PFGD-ES)

Na Tabela 10 sdo representados os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos e as constantes de acoplamentos dos hidrogénios da

substancia PFGD-E5, além dos dados na literatura.
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TABELA 10. Dados de RMN H?! e C*3 (CDCls, 400 MHz) da substancia PFGD-

E5 e comparacao com os dados da literatura.

POSICAO PFGD-E5 (CDCl3) KANG LI et. al (CDCl3) [151]
- 'H 3 (ppm) C" 3 (ppm) 'H 3 (ppm) C" 3 (ppm)
2 5,37 (dd, 13,0 e 3,0 Hz, 1H) 79,3 5,36 (1H, dd) 79,2
3e 2,80 (dd, 17,2 e 3,0 Hz, 1H) 43,3 2,81 (1H, dd, Heg-3) 43,4
3a 3,12 (dd, 17,2 e 13,0 Hz, 1H) 43,3 3,11 (1H, dd, Hax-3) 43,4
4 - 196,3 - 195,0
OH-5 12,03 (s, 1H) 164,3 12,01 (1H, s) 164,2
6 6,06 (d, 2,3 Hz, 2H) 94,4 6,05 (2H, dd) 95,1
7 - 168,1 - 168,0
8 6,08 (d, 2,3 Hz, 2H) 95,3 6,05 (2H, dd) 94,3
9 - 163,0 - 162,8
10 - 103,3 - 103,2
1 - 130,9 - 130,8
2’ 6,99 (m, 2H) 109,8 6,97 (2H, d) 111,2
3 - 149,7 - 149,3
4 - 149,4 - 149,6
5 6,90 (d, 8,8 Hz, 1H) 111,4 6,97 (2H, d) 109,4
6’ 6,99 (m, 2H) 119,1 6,90 (1H, d) 118,8
OCH3-3’ 3,92 (s, 3H) 55,9 3,81 (3H, s, OCHs) 56,0
OCH;—- 4 3,91 (s, 3H) 56,0 3,90 (3H, s, OCHs) 56,0
OCH3-7 3,81 (s, 3H) 55,7 3,92 (3H, s, OCHs) 55,7

No espectro de RMN 'H (FIGURA 41) pode ser visto um duplo dubleto em
8 2,80 ppm (JHzaH2 = 17,2 € 3,0 Hz) € 6 3,12 ppm (JHze,H2 =17,2 € 13,0 Hz), com
integracdo para um proton cada, referentes aos hidrogénios geminais do anel C,
H-3e (equatorial) e H-3a (axial) respectivamente, sinais caracteristicos de
flavanonas. De acordo com a constante de acoplamento e gréfico de contorno
COSY 'H-H (FIGURA 42), os hidrogénios H-3a/3e, além de estarem acoplando
entres si, também estdo acoplando com o hidrogénio vicinal H-2, com sinal em 6
5,37 ppm (dd, Jn2, H3a = 13,0 e 3,0 Hz, 1H).

Os dubleto em 6 6,06 ppm (Jne, Hs = 2,3 Hz, 1H) e 6 6,08 ppm (JHs, Hs = 2,3
Hz, 1H), integrando para um hidrogénio cada, sao referentes aos hidrogénios H-
6 e H-8, respectivamente, e estdo acoplando entre si, com constante de
acoplamento tipicos da posi¢cdo meta (J em torno de 2,5 Hz). O deslocamento
qguimico do H-6 e H-8 s&do proximos por conta do efeito de protecdo dos

substituintes, provavelmente oxigenados, em C-5 e C-7 1149,

Na regido dos aromaticos (Anel B), € visto um multipleto em & 6,99 ppm,
integrando para dois hidrogénios, que provavelmente seja referente aos

hidrogénios, H-2’ e H-6’. O dubleto integrando para um hidrogénio em & 6,90 ppm
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(J = 8,8 Hz) é indicativo do H-5’, por ter uma constante de acoplamento em orto
(J em torno de 8,5 Hz), o que sugere uma substituicdo no C-4’, provavelmente
uma metoxila (-OCHz). O COSY !H-'H (FIGURA 42), confirmou a correlacédo

entre esses hidrogénios.

O singleto altamente desprotegido em 6 12,03 ppm, integrando para um
hidrogénio, indica a presenc¢a de um grupo hidroxila, sugerindo uma forte ligacao
intramolecular, entre o hidrogénio da hidroxila no C-5 e o oxigénio da carbonila
no C-4, sinal caracteristico de flavonoides. Os trés singletos intensos, em & 3,92
ppm, & 3,91 ppm e & 3,81 ppm, integrando para trés hidrogénios cada, refere-se
a trés metoxilas (-OCHs) localizadas nos carbonos C-3’, C-4" e C-7,

respectivamente.



FIGURA 41. Estrutura quimica e espectro de RMN 'H (400 MHz, CDClIz) da 5-hidroxi-7,3’,4-trimetoxi-flavanona.
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FIGURA 42. Gréfico de contorno de COSY H*-H?! (400 MHZ, CDCIs) da 5-hidroxi-

7,3’ 4’-trimetoxi-flavanona.
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visualizadas as correlacdes entre os hidrogénios e carbonos, que confirmam a

identificacdo da estrutura quimica, elucidada por RMN H! (FIGURA 41), dados

de C!3, COSY H!-H! (FIGURA 42), espectrometria de massas e dados da

literatura. No grafico de contorno HSQC foram observados 11 sinais, e no HMBC,

21 sinais, de carbono.

Os sinais mais intensos no HMBC, séo: 6 196,3 ppm que foi atribuido ao

C-4, por ser um sinal tipico de carbonilas, e em & 79,3 ppm que é referente ao

carbono C-2, confirmado pelo HSQC, indicando a liga¢ao direta entre o carbono

e o hidrogénio (6 5,37 ppm). O sinal em & 43,3 ppm sugere um carbono

metilénico, e por isso foi atribuido ao carbono C-3, o HSQC (FIGURA 43)

confirma este indicativo.



82

FIGURA 43. Gréafico de contorno de HSQC *'H-13C (400 MHz, CDClz) da 5-

hidroxi-7,3’,4-trimetoxi-flavanona. As correlacdes hidrogénios e carbonos sao

vistas entre chaves: {*H,'3C}.
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Os carbonos comuns aos anéis A e C, C-9 e C-10, apresentam sinais em

d 163,0 ppm e & 103,3 ppm, respectivamente. O sinal em 6 168,0 ppm, é

referente ao carbono C-7, contudo, o valor do deslocamento quimico sugere que

um substituinte esteja ligado a ele, e provavelmente seja uma metoxila (-OCHzs),

j& que o deslocamento quimico em & 55,7 ppm, é indicado ao carbono desse

substituinte, essas posi¢des foram confirmadas pelo HMBC.

O carbono C-5 por ser hidroxilado, apresenta deslocamento quimico de &

164,3 ppm. O HMBC confirma essa posi¢cédo com a relacdo entre o sinal referente

a hidroxila (612.03 ppm) e o seu carbono. Os sinais 6 94,4 ppm e 3 95,3 ppm em

comum aos dois espectros bidimensionais (HSQC e HMBC) séo referentes aos

carbonos, C-6 e C-8, respectivamente.
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Na regido dos arométicos para o anel B, o sinal em & 130,9 ppm, refere-
se ao carbono C-1’. Ja os sinais em 6 149,7 ppm e & 149,4 ppm, estédo
relacionados aos carbonos C-3’ e C-4'. O HMBC mostrou que estédo ligados a
metoxilas, e 0s sinais vistos em & 55,9 ppm, & 56,0 ppm, sdo referentes aos
carbonos dessas metoxilas, -OCHs-3’ e -OCHzs-4’, respectivamente. Os carbonos
C-2' e C-6’, apesar de apresentaram o mesmo sinal no espectro de *H, no HSQC
0s sinais encontrados para esses carbonos foram em 6 109,8 ppm e 6 119,1

ppm, respectivamente. E por fim, o sinal em 6 111.4 ppm, refere-se ao C-5'.

FIGURA 44. Gréfico de contorno de HMBC 'H-13C (400 MHz, CDCIls) da 5-
hidroxi-7,3’,4-trimetoxi-flavanona. As correlacdes entre hidrogénios e carbonos

sdo vistas entre chaves: {*H,*3C}.
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Na Figura 45, pode ser observado o espectro de massas da PFGD-E5, no
modo positivo, com [M+H]* m/z 331. Os sinais mais intensos, sao referentes aos
adutos formados: [M-H20+H]" m/z 313,35, [M+H20+H]* m/z 348,50 e [M+K]" m/z
369,45 .

De acordo com os dados espectroscopicos obtidos e por comparacao com
0 estudo de KANG LI et. al (2011) 51 essa substancia é a 5-hidroxi-7,3’,4'-

trimetoxi-flavanona.

FIGURA 45. Espectro de massas da PFGD-E5 obtido em ionizacdo por
electrospray no modo SCAN positivo (4,5 kV) a 308 K.
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4.7.4 5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona (PFGD-E6)

Na Tabela 11 s&o representados os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos e as constantes de acoplamentos dos hidrogénios da

substancia PFGD-E®6, além dos dados na literatura.
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TABELA 11. Dados de RMN 'H e 13C (CDCls, 400 MHz) da substancia PFGD-

E6 e comparacao com os dados da literatura.

POSICAO PFGD-E6 (CDCls) MANGOY! et. al (CDCl3) 152
- H* 3 (ppm) C* 3 (ppm) H' 3 (ppm) C* 3 (ppm)
2 - 164,1 - 163,9
3 6,57 (s, 1H) 104,2 6.52 (1H, s) 104,2
4 - 182,9 - 182,4
OH-5 12,81 (s, 1H) 162,1 12.8 (1H, s,) 162,0
6 6,37 (d, 2.3 Hz, 1H) 97,8 6.32 (1H, d, 4Hz) 98,0
7 - 162,5 - 165,3
8 6,49 (d, 2.3 Hz, 1H) 92,4 6.43(1H, d, 4Hz) 92,5
9 - 157,7 - 157,6
10 - 105,4 - 105,4
1 - 123,5 - 123,4
2’ 7,85 (d, 9,0 Hz, 2H) 128,0 7.78 (2H, dd, 8Hz, 4Hz) 127,9
3 7,02 (d, 9,0 Hz, 2H) 114,4 6.97 (2H, dd, 8Hz, 4Hz) 114,4
4 - 165,4 - 162,5
5 7,02 (d, 9,0 Hz, 2H) 114,4 6.97 (2H, dd, 8 Hz, 4Hz) 114,4
6’ 7,85 (d, 9,0 Hz, 2H) 128,0 7.78 (2H, dd, 8Hz, 4Hz) 127,9
OCHz- 4’ 3,89 (s, 3H) 55,3 3.85 (3H, s) 55,8
OCH3-7 3,90 (s, 3H) 55,9 3.86(3H, s) 55,5

O singleto em & 6,57 ppm, integrando para um hidrogénio, é referente ao
H-3, caracteristico de flavonas. O dubletos em & 6,37 ppm (Jue, Hs = 2,3 Hz) €
6.49 ppm (Jus, e = 2,3 Hz), integrando para um hidrogénio cada, sdo referentes
ao H-6 e H-8, respectivamente, e estdo acoplando entre si, com constante de
acoplamento tipico da posicdo em meta (J em torno de 2,5 Hz). O deslocamento
guimico do H-6 e H-8 sdo préximos por conta do efeito de protecdo dos

substituintes, provavelmente oxigenados, em C-5 e C-7 [149],

Na regido dos aromaticos é possivel visualizar sinais referentes ao anel
B. S&o vistos dois dubletos, um em & 7,85 ppm (Jn2seH375= 9,0 Hz, 2H), referente
aos hidrogénios quimicamente equivalentes H-2’ e H-6" e em & 7,02 ppm (J
nasH2e = 9,0 Hz, 2H), referente ao H-3' e H-5, também quimicamente
equivalentes. As suas constantes de acoplamento mostram que, além dos quatro
hidrogénios estarem acoplando entre si, 0os hidrogénios H-3' e H-5’, estdo em
posicdo orto (J em torno de 8,5 Hz) aos hidrogénios H-2' e H-6’, 0 que indica a
presenca de um substituinte no C-4’. Consequentemente, os H-3' e H-5" vao

apresentam deslocamento menor, que os H-2' e H-6’, devido ao efeito
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ressonancia causado pelo oxigénio da metoxila no C-4’. O COSY H!-H! (FIGURA

47) confirmou a correlagédo entre esses hidrogénios.

O singleto altamente desprotegido em 6 12,81 ppm, integrando para um
hidrogénio, indica a presen¢a de um grupo hidroxila no anel A, sugerindo uma
forte ligacao intramolecular, entre o hidrogénio da hidroxila no C-5 e o oxigénio
da carbonila no C-4, sinal caracteristico em flavonoides. Outro singleto com sinal
em 6 3,90 ppm, integrando para trés hidrogénios, sao referentes aos hidrogénios

da metoxila (-OCHz3).



FIGURA 46. Estrutura quimica e espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) da 5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona.
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FIGURA 47. Gréfico de contorno de COSY *H-'H (400 MHZ, CDCIs) da 5-hidroxi-

7,4’-dimetoxi-flavona.
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Nos espectros de HSQC (FIGURA 48) e HMBC (FIGURA 49) podem ser
visualizadas as correlagcdes entre os hidrogénios e carbonos, que confirmam a
identificacdo da estrutura quimica, elucidada por RMN 'H (FIGURA 46), dados
de BC, COSY H-'H (FIGURA 47), espectrometria de massas e dados da

literatura.

No grafico de contorno HSQC foi observado seis sinais, e no HMBC, dez
sinais, de carbono. O sinal visto no HMBC, em & 182,9 ppm, foi atribuido ao C-
4, por ser um sinal tipico de carbonilas. O HSQC apresenta um sinal em & 104,2
ppm, referente ao C-3. Por conta do efeito de ressonancia causado pelos pares
de e do oxigénio da carbonila, o carbono C-2, vai apresentar deslocamento

qguimico em § 164,1 ppm.
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FIGURA 48. Gréafico de contorno de HSQC 'H-13C (400 MHz, CDClz) da 5-
hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona. As correlagdes hidrogénios e carbonos séo vistas
entre chaves: {*H, 13C}.
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Os carbonos comuns dos anéis A e C, C-9 e C-10, sdo apresentados com
sinais em ¢ 157,7 ppm e 3 105,4 ppm, respectivamente. No anel A, os sinais em
d 97,8 ppm e 3 92,4 ppm, visualizados no espectro bidimensional (HSQC) séo
referentes aos carbonos, C-6 e C-8, respectivamente. O sinal em 6 162,1 ppm,
atribuido ao C-5, ligado a hidroxila quelada. O sinal em 6 162,5 ppm, € referente
ao C-7, contudo, o valor do deslocamento quimico sugere que um substituinte
esteja ligado a ele, e provavelmente seja uma metoxila (-OCHzs), o deslocamento
guimico em 6 55,9 ppm, é indicado ao carbono desse substituinte, através do
HMBC foi possivel confirmar essas posicOes, por conta da correlacdo dos

hidrogénios com seus respectivos carbonos.

Na regido dos aromaticos para o anel B, o sinal em & 123,5 ppm, é
indicado ao carbono C-1’. O carbono C-4, vai ter deslocamento quimico em &

165,4 ppm, por conta do efeito substituinte ligado a ele, na qual o HMBC indica
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ser uma metoxila, e o sinal em & 55,3 ppm, pertence ao carbono deste grupo.
Esse mesmo efeito de protecéo € visto no sinal em & 128,0 ppm, referente aos
carbonos C-2’' e C-6’, que vao ter deslocamento quimico maior que os carbonos

C-3' e C-5, com sinal em 6 114,4 ppm.

FIGURA 49. Gréfico de contorno de HMBC 'H-13C (400 MHz, CDCIl3) da 5-
hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona. As correlagbes entre hidrogénios e carbonos sao

vistas entre chaves: {*H, 13C}.
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Na Figura 50, pode ser observado o espectro de massas da PFGD-E6. O
sinal mais intenso, refere-se a [M+H]" m/z 299,25. De acordo com os dados
espectroscopicos obtidos e por comparagdo com o estudo de MANGOY!I et. al

(2015) 52 essa substancia é a 5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona.

f1 (ppm)
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FIGURA 50. Espectro de massas da PFGD-E6 obtido em ionizacdo por
electrospray no modo SCAN positivo (4,5 kV).
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ULUBELEN et. al (1981) [*5% descreveram pela primeira vez o isolamento
e identificagdo de 12 flavonoides, sao eles, crisoeriol, apigenina, isovitexina,
vitexina, Vitexina 2'-xilosideo, lIsovitexina 2'-xilosideo, luteolina 7-glicosideo,
kaempferol, luteolina, apigenina 8-glicosideo, schaftosideo e vicenina-2. Isolados
das folhas de duas variedades de Passiflora foetida: P. foetida var. hispidica e P.
foetida var. hibiscifolia. O qual foi o primeiro relato de isolamento de metabdlitos
secundarios com a espécie Passiflora foetida. ECHRVERRI (2001) %4 isolou
trés substancias inéditas, denominadas de passifloricinas, na qual s6 estédo
presentes na resina da Passiflora foetida, as mesmas foram descritas na no

tépico 1.1.4.

NGUYEN et. al (2015) ¥ isolaram 10 flavonoides, sendo eles apigenina,
luteolina, crisoeriol, tricina, quercetina-4'-metil éter, vitexina, vitexina-2"-O-
xilosideo, orientina, apigenina 7- O-B-D-glicopiranosideo e luteolina 7-O-3-D-
glicopiranosideo, todos isolados do extrato de galhos da Passiflora foetida. Estas
foram avaliadas quanto a sua atividade anti-inflamatéria, com a luteolina e o

crisoeriol apresentando as maiores atividades anti-inflamatorias.

Os estudos fitoquimicos com a espécie de P. foetida ainda se encontram
escassos na literatura. Contudo, os trés estudos acima, mostram o0 quanto a
espécie é rica em flavonoides, caracteristica essa ja conhecida dentro do género
Passsiflora. De qualguer forma, ainda se faz necessario novos estudos
fitoquimicos, principalmente no isolamento de substancias com essa planta, para

verificar se ainda é possivel descobrir novas substancias, contribuindo para o
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conhecimento quimico mais detalhado da espécie, além da possibilidade de

descobrir novos metabodlitos secundarios bioativos.

4.8 ATIVIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA DA PAPAINA COM AS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Com os resultados de inibicdo enzimética das subfracdes oriundas da
fracéo diclorometano (PFGD), foram escolhidas as subfra¢cées (PFGD-C, PFGD-
D e PFGD-E), para proceder com isolamento das substancias. A partir da
subfracdo PFGD-E foi possivel isolar a flavona: 5-hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona
(PFGD-E6), duas flavononas: 5-hidroxi-7,3’,4-trimetoxi-flavanona e 5,4'-
dihidroxi-7-metoxi-flavanona (PFGD-E1 e PFGD-E5) e as misturas de
flavanonas (PFGD-E2, PFGD-E3, PFGD-E4). Estas amostras foram submetidas

a atividade de inibicdo enzimatica, como esta descrito a seguir.

Na Figura 51 pode ser visto que as concentracdes de 250 e 125 ug.mL?
se destacaram com as maiores atividades de inibicdo enzimatica, como é
visualizado na FIGURA 51B (PFGD-E2), FIGURA 51D (PFGD-E4) e FIGURA
51E (PFGD-E5). A PFGD-EG6 foi ativa apenas na maior concentragao (18,72%)
como pode ser observado na FIGURA 51F, apresentando diferenca estatistica

com o controle.

As amostras PFGD-E1 e PFGD-E3 foram as Unicas que nao
apresentaram atividade de inibicdo enzimatica, como pode ser visualizado na
FIGURA 51A e FIGURA 51C, respectivamente, pois ndo possuem diferenca
estatistica com o controle em nenhuma das concentracfes testadas. Os dados
mostraram que nenhuma das substancias e misturas, possuem inibicdo
enzimatica em concentragbes menores que, 31,25 pupg.mL?, e

consequentemente, nao foi visto o efeito de concentracdo dependente.

A PFGD-ES5 apresentou inibicdo de 13,66% e 16,10% nas concentracdes
de 250 e 125 yg.mL, respectivamente. JA a PFGD-E6, teve o percentual de
inibicdo em 18,72% na concentragdo de 250 ug.mL?'. Essas foram as duas

substancias mais ativas, contudo ndo sdo as responsaveis pela atividade de
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inibicdo da subfracéo de origem, a PFGD-E (45,83%). Esse resultado pode estar
relacionado ao efeito de sinergia entre as substancias contidas na PFGD-E.
Diante disso, foram realizados testes de inibicdo utilizando misturas das
substancias isoladas (E1, E5 e E6), para verificar se o efeito inibitério da

subfracdo PFGD-E se deu por sinergia com a mistura dessas substancias.
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FIGURA 51. Porcentagem de inibicdo da papaina com as amostras provenientes da fracdo PFGD-E (PFGD-E1 a PFGD-E6)
utilizando as concentracdes: 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 ug.mL%, para comparagéo estatistica foi utilizado o inibidor E64 (10
umol.L ) e a fracdo de origem PFGD-E (500 ug.mL?). Foram realizadas andlise de variancia ANOVA e teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que néo ha diferenca estatistica entre os grupos, segundo o teste de
Tukey (p<0,05).
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4.8.1 AVALIACAO DO EFEITO SINERGICO DA MISTURA DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Nos ultimos anos vem sendo estudado que, os extratos de plantas
medicinais exibem atividades biolégicas mais pronunciadas que seus
constituintes isolados. Isso se deve, muitas vezes, as interacdes sinérgicas entre
varios metabdlitos secundarios. Nesse contexto, as plantas medicinais e seus
metabdlitos tém sido objeto de crescente interesse, sendo que, suas interacdes
sinérgicas, podem ser observadas tanto entre componentes de extratos vegetais
guanto entre produtos naturais e farmacos sintéticos, apresentando significante

potencial terapéutico 5],

Os resultados de inibicdo enzimatica das substancias isoladas (PFGD-E1,
PFGD-E5 e PFGD-E6) mostraram que elas de forma separada nédo sdo as
principais responsaveis pelo efeito de inibicAo enzimética da subfracdo de
origem (PFGD-E). Logo, foi avaliado o efeito sinérgico das substancias isoladas,
em mistura, na proporcdo 2:2:1 (E1/E5/E6), proporcdo aproximada encontrada
na subfracdo PFGD-E, calculado de acordo com as massas de cada substancia

obtida ap6s o isolamento.

As misturas de E1/E5/E6 (FIGURA 52A), E1/E5 (FIGURA 52B) e E5/E6
(FIGURA 52D), utilizando as proporgdes 2:2:1, 2:2 e 2:1 respectivamente, nao
apresentaram diferenca estatistica com o controle, logo, ndo tem atividade de
inibicdo enzimatica. Pode-se dizer que o efeito observado nesse caso, foi
antagobnico, uma vez que as substancias PFGD-E5 e PFGD-E6, quando estéao
separadas, apresentam inibicdo enzimatica na concentracdo de 250 ug.mL?, de
13,65% e 18,72%, respectivamente.

Na Figura 52C foi possivel observar o efeito de inibicdo para a mistura
E1/E6, somente na concentracdo de 250/125 pg.mL? (11,71%), logo isso se
caracteriza como efeito de sinergia, ja que, as substancia quando testadas
separadamente nessas concentracdes, ndo apresentaram inibicdo enzimatica.
Contudo, esse efeito em especifico, ndo é o responsavel pelo percentual de
45,83%, subfracdo PFGD-E.

Todas as misturas testadas foram menos ativas do que a subfragcdo
PFGD-E, logo, nem as substancias de forma isolada e nem suas misturas
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parecem ser as principais responsaveis pela atividade de inibicdo enzimética que

a PFGD-E apresenta, como pode ser observado nos graficos.

FIGURA 52. Porcentagem de inibicdo da papaina com as substancias isoladas
em mistura, para avaliar o efeito sinérgico, utilizando suas proporcdes na
subfracao E, 2:2:1 (E1/E5/E6), para comparac¢do estatistica foi utilizado o inibidor
E64 (10 pmol.L?!) e a fracdo de origem PFGD-E (500 ug.mL™). Foram realizadas
analise de variancia ANOVA e teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica e letras iguais indicam que nao ha diferenca estatistica entre

0s grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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4.9 DOCKING MOLECULAR

O “docking” molecular € um processo no qual micromoléculas sé&o
ancoradas a macromoléculas (alvos biologicos) de forma a se determinar
parametros fisico-quimicos de interac&o entre o ligante e o receptor (FIGURAS
53, 54 e 55). A partir dessas analises foi possivel determinar quais os ligantes
(flavonoides) que apresentaram as interacbes mais fortes com as cisteino

proteases envolvidas com a ansiedade (catepsinas C, B e K).

A partir dos célculos de “docking” molecular foram obtidos valores de
energias livres de ligagéo entre os ligantes e a enzima para diversas posic¢oes.
O algoritmo genético fez uma busca de ao todo 100 posi¢ces assumidas pelos
ligantes no sitio ativo das CatB (1GMY), CatC (3PDF) e CatK (5TUN). As
menores energias de ligacdo indicam as interacdes mais fortes entre o ligante e
a enzima (TABELA 12). A catepsina C foi a enzima que apresentou maior
afinidade com as trés substancias isoladas. Isso pode ser observado também
com os valores de constante de inibicdo dos ligantes. Quando menor essa

constante, mais forte € a interacdo com a enzima.

TABELA 12. Resultado do docking para o complexo (Flavonoide + Enzima).

Complexo Energia Livre de Constante de

(Flavonoide + Enzima) Ligacao (KCal/mol) Inibicao (UM)
PFGD-E1 + 1GMY -6.02 38.41
PFGD-E1 + 3PDF -7.53 3.01
PFGD-E1 + 5TUN -5.95 43.53
PFGD-E5 + 1GMY -5.70 66.55
PFGD-ES5 + 3PDF -8.04 1.29
PFGD-E5 + 5TUN -6.22 27.78
PFGD-E6 + 1GMY -5.88 49.30
PFGD-E6 + 3PDF -7.02 7.19
PFGD-E6 + 5TUN -6.20 28.35

PFGD-E1: 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavanona; PFGD-E5: 5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxi-flavanona; PFGD-E6: 5-
hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona; 1GMY: Catepsina B; 3PDF: Catepsina C; 5TUN: Catepsina K.
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Na FIGURA 53 é possivel observar as interac6es da substancia PFGD-E1
com as trés catepsinas. O maior namero de interacdes foi observado com a
catepsina C. Pode-se visualizar quatro interages intermoleculares (ligacbes de
hidrogénio), trés com a hidroxila ligada ao C-5 do ANEL A e uma com o oxigénio
da carbonila ligada ao C-4 do flavonoide. Estas interagbes ocorrem com o
residuo de aminoacido Aspl e Gly277. Seis contatos hidrofébicos com os
residuos da enzima, Asn380, Phe278, Ala349, Ala382, Thr379, Tyr64, também
ocorrem, principalmente com os anéis A e B do flavonoide, o que corrobora para

o resultado da energia livre de ligacédo, -7,53 Kcal/mol.

Na FIGURA 54 estd ilustrado as interacdes entre a substancia PFGD-E5,
também com as trés catepsinas. Contudo, o maior numero de interacfes foi
observado com a catepsina C. Pode-se observar trés interacdes
intermoleculares (ligagdes de hidrogénio), com a hidroxila ligada ao C-5 do anel
A, outra com 0 oxigénio da carbonila ligada ao C-4 no anel C e no oxigénio da
metoxila ligada ao C-3’ no anel B. Estas interagdes ocorrem com os residuos de
aminoéacido Gly277 e Asn66. Oito contatos hidrofobicos com residuos da enzima,
Ala382, Pro279, Thr379, Tyr64, Leu378, Phe376, Thr2, Aspl, interagem
principalmente no anel B do flavonoide, o que contribui para ocasionar na menor

energia de ligacao, em -8,04 Kcal/mol.

A substancia PFGD-E6, também se assemelhou aos demais resultados,
com a melhor interagcdo com a catepsina C (FIGURA 55). E visto uma interagéo
intermolecular (ligacées de hidrogénio), com a hidroxila ligada ao C-5 do anel A
e o residuo de aminoacido Thr379. Os seis contatos hidrofobicos com residuos
da enzima, Asn380, Gly277, Gly276, Tyr235, lle429 e Phe278, também
interagem principalmente com o anel B do flavonoide, e todas essas interagdes
contribuem para o valor de energia livre de ligacéo resultar em -7,02 Kcal/mol,
porém, foi o maior valor de energia, quando comparada com as outras duas
substancias, que pode ser explicada pelo menor nimero de interacdes entre a

enzima e o ligante.



FIGURA 53. Interacgdes do ligante PFGD-E1 com os aminoacidos circundantes de cada enzima.
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FIGURA 54. Intera¢des do ligante PFGD-E5 com os aminoacidos circundantes de cada enzima.
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FIGURA 55. Interagdes do ligante PFGD-E6 com os aminoacidos circundantes de cada enzima.
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De acordo com STIFLI et. al (2021) %], onde se avaliou as interacdes
moleculares de flavonoides com a CatB, os mesmos interagiam extensivamente
com os residuos de aminoacidos ativos da enzima, especialmente com o residuo
de His1l1ll. Quatorze dos flavonoides apresentaram forte interagdo com a
enzima. Um deles foi o campferol, com energia livre de ligagdo de -6,58 Kcal/mol
e valor de constante de inibicdo calculado de 0,014 uM. Esse flavonoide j& foi
isolado em espécies de Passiflora, ou seja, apesar de serem substancias
diferentes, os resultados da TABELA 12 mostra que ha semelhanca com o0s
resultados da CatB, uma hipétese seria em relagdo as estruturas apresentarem
substituintes oxigenados nas mesmas posi¢des, nos carbonos C-7 (Anel A) e C-
4’ (Anel B) (FIGURA 56), o que pode contribuir com os resultados das energias

livres de ligacao.

FIGURA 56. Estruturas quimicas do campferol e das substancias isoladas neste
estudo (PFGD-E1, PFGD-E5 e PFGD-E®6).
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FONTE: Proprio Autor.
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No trabalho de RAJA et. al (2022) 571, a apigenina, narigenina e luteolina
apresentaram bons resultados no encaixe do sitio ativo da Catepsina K,
conforme evidenciado por suas energias de ligacado livre (AG) com valores
-32,82, -33,51 e —28,34 Kcal/mol, respectivamente. Esse resultado se distancia
dos dados apresentados na TABELA 12, j& que nenhuma substancia teve tanta
afinidade assim com a catepsina K. Uma hipétese que pode ser levada em
consideracdo, é que a maioria dos substituintes dos trés flavonoides, citados
acima, séo hidroxilas, e isso pode ser um dos fatores que colaboram para o
melhor encaixe da enzima, ja que os mesmos podem contribuir para 0 aumento

no numero de intera¢des intermoleculares.

Diante de todos os resultados, os flavonoides mais uma vez
demonstraram seu potencial bioativo ao estudo in silico, mas ainda possuem
poucos trabalhos na literatura que abordam esse tipo de estudo, como por
exemplo, ndo ha pesquisas de docking molecular entre a catepsina C e o0s
flavonoides. Este € o primeiro trabalho descrito na literatura que mostra os
resultados de docking molecular entre as catepsinas B, C e K com os flavonoides
isolados (PFGD-E1, PFGD-E5 e PFGD-E6), o que faz deste, um trabalho inédito.
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5 CONCLUSOES

Foram detectadas no extrato dos galhos de Passiflora foetida as seguintes
classes de metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, como flavonoides e
antraquinonas; alcaloides e triterpenos. Além disso, vale ressaltar que o0s
compostos fendlicos e flavonoides totais foram quantificados pela primeira vez
nos extratos dos galhos e flores de Passiflora foetida, o que retrata um certo
ineditismo neste trabalho, no que diz respeito a caracterizacdo quimica desta

espécie.

Entre as espécies de Passiflora avaliadas, o extrato dos galhos da P.
foetida mostrou ter grande potencial em inibir enzimas da classe das cisteino
poteases, “papain-like”. Além disso as subfracBes oriundas deste extrato
demonstraram o mesmo potencial de inibicdo enzimética, mostrando que o

isolamento bioguiado € uma técnica eficiente na busca de substéncias bioativas.

Assim, foram isoladas pela primeira vez na espécie de Passiflora foetida,
as seguintes substancias: 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-flavanona (PFGD-E1), 5-
hidroxi-7,3’,4’-trimetoxi-flavanona (PFGD-E5) e 5-hidroxi-7,4-dimetoxi-flavona
(PFGD-EB6). Na atividade de inibicdo enzimatica com as substancias isoladas e
em mistura (para avaliar o efeito sinérgico), ndo houve a inibicdo esperada,
guando comparou-se com a subfracdo de origem (PFGD-E), consequentemente,
pode-se dizer que essas ndo sdo as principais substancias responsaveis pela
inibicao.

No estudo de “docking” molecular, as substancias isoladas, apresentaram
as mais fortes interac6es com a catepsina C. Com isso, € possivel perceber uma
certa semelhanca entre os resultados in vitro e in silico. Sendo que, os resultados
do estudo com a papaina mostraram uma leve inibicdo enzimética apenas com
duas das substancias isoladas, e no estudo de docking houve uma interacéo

consideravel apenas com a catepsina C.

Diante de todos os resultados apresentados, pode-se afirmar que as
metodologias de isolamento empregadas (guiado por ensaio bioquimico) foram
apropriadas para o isolamento de metabdlitos secundarios, contribuindo para o
avanco em novas pesquisas com a P. foetida por conta do seu potencial
apresentado.
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6 PERSPECTIVAS

Se faz necessério novos isolamentos com as fragdes PFGD-C e PFGD-
D, por ainda existir substancias com potenciais de inibicdo em cisteino
proteases. Desse modo, valeria a pena realizar uma nova coleta, em
guantidades maiores de planta, para obtencdo de mais extrato dos galhos de P.
foetida, e assim possibilitar o isolamento das substancias bioativas destas
fracOes. Logo, as chances de se descobrir novos e importantes inibidores de

cisteino proteases aumentaria.

Além disso, como as substancias isoladas mostraram potencial de
interacdo com a catepsina C, estudos futuros mais aprofundados com esses
flavonoides e catepsinas C em experimentos in vitro e in vivo, poderiam levar a
descoberta de importantes inibidores da catepsinas C, uma das enzimas
envolvidas com patologias que afetam o sistema nervoso central, como

depresséao e ansiedade.
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