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RESUMO

O Passiflora edulis Sims (maracuja-amarelo) pertence a familia Passifloraceae que possui
cerca de 16 géneros e 600 espécies. O género Passiflora é considerado o mais representativo,
com 135 espécies vegetais. O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil fitoquimico
e a atividade antimicrobiana in vitro do extrato das sementes de Passiflora edulis Sims e
desenvolver formulacbes farmacéuticas. Observou-se na triagem fitoquimica a presenca de
fendis como flavonoides, taninos condensados e cumarinas além de saponinas e alcaloides. A
quantificacdo de polifendis totais e flavonoides foram realizadas totalizando 480 + 4,833
(mgGA)/g e 12,4 £ 0,014 (mgQE)/g respectivamente. Foram identificadas nas analises de
CCD o aparecimento sugestivo de 06leo fixo na fracdo hexanica revelada com vapores de iodo
e presenca de compostos fendlicos nas fragdes diclorometano e acetato de etila utilizando fase
movel hexano e acetato de etila (Hex:AcOEt) quando revelada com FeClz. As analises por
LC-MS" forneceram os perfis de fragmentacdo do composto fendlico (CF) confirmando a
existéncia de uma nova molécula organica Isoflavona. O extrato apresentou quinze vezes
maior potencial antioxidante quando comparado ao padréo trolox (mg/g). Utilizou-se as
técnicas de perfuracdo em &gar e macrodiluicdo com o extrato e as formulacfes farmacéuticas
desenvolvidas: gel 5%, solucdo 1% e sabonete intimo 5% com suas estabilidades verificadas
por trés dias, aléem da avaliacdo do controle de qualidade microbiologico. O extrato
apresentou maior potencial de inibicdo contra bactérias Gram-positivas para o isolado clinico
de Enterococcus faecalis (10,50 mm) e as formulagdes ndo manifestaram atividade pela
técnica em &gar. As analises quantitativas confirmaram melhor potencial bactericida do
extrato contra Enterococcus faecalis CBM (0,6 mg/mL) e o gel apresentou melhor atividade
contra Corynebacterium diphtheriae ATCC 27010 CBM (0,017 mg/mL). A melhor acdo do
extrato foi contra o sorotipo EAEC 042 (11,33 mm) de todas as bactérias Gram-negativas
estudas pela técnica em é&gar. A resposta do extrato com melhor agdo bactericida nas analises
guantitativas foi contra Morganella morganii (0,6 mg/mL). Neste estudo as melhores
respostas observadas foram contra os isolados clinicos de Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida glabrata, onde o extrato e as formulacfes apresentaram forte potencial
antifingico. Houve resisténcia de Candida parapsilosis sobre o extrato e as formulacdes
farmacéuticas. E apenas a solu¢do 1% ndo apresentou nenhuma atividade sobre os micro-

organismos analisados pelas técnicas descritas.

Palavras-chave: resisténcia; maracuja-amarelo; antibacteriano; antifingico



ABSTRACT

Passiflora edulis Sims (Passion fruit) belongs to Passifloraceae family which has about 16
genera and 600 species. The Passiflora genus is considered the most representative, with 135
plant species. This study aimed to evaluate the phytochemical profile, and the in vitro
antimicrobial activity of extract from the seed of Passiflora edulis Sims, and to develop
pharmaceutical formulations. It was observed in phytochemical screening, the presence of
phenols, such as flavonoids, condensed tannins, and coumarins, also saponins and alkaloids.
Quantification of total polyphenols and flavonoids were held totaling 480 + 4,833 (mgGA)/g
e 12,4 £ 0,014 (mgQE)/g, respectively. It was found in the Thin Layer Chromatography
Analysis, the suggestive appearance of fixed oil in hexane fraction revealed, with iodine
vapor, and presence of phenolic compounds in the dichloromethane and ethyl acetate fractions
by using the mobile phase of hexane and ethyl acetate (Hex:AcOEt) when revealed using
FeCl3. The LC-MS" analysis provided the fragmentation profile of the phenolic compound
(PC) confirming the existence of a new Isoflavone organic molecule. The extract showed
potential antioxidant fifteen times greater when compared to standard trolox (mg/g). It was
used diffusion in agar and microdilution techniques, with the extract and pharmaceutical
formulations developed: 5% gel, 1% solution, and 5% intimate soap with its stability checked
for three days, also with the evaluation of the microbiological quality control. The extract has
shown greater inhibition potential on Gram-positive bacteria for the clinical isolate of
Enterococcus faecalis (10.50 mm), and formulations have not shown activity by agar method.
Quantitative analysis has confirmed better bactericidal potential of extract on Enterococcus
faecalis MBC (0.6mg/mL), and the gel has shown better activity on Corynebacterium
diphtheriae ATCC 27010 MBC (0.017mg/mL). The extract has shown better effect on 042
EAEC serotype (11.33 mm) of all Gram-negative bacteria studied by the technique in agar.
The response of the extract with better bactericidal effect on quantitative analysis was on
Morganella morganii (0.6mg/mL). In this study, the best responses were observed on
clinical isolates of Candida albicans, Candida tropicalis and Candida glabrata, wherein the
extract and the formulations showed strong antifungal potential. There was resistance from
Candida parapsilosis on the extract, and the pharmaceutical formulations. Only 1% of the
solution haven’t showed activity on the microorganisms analyzed by the techniques

described.

Keywords: resistance; passion fruit; antibacterial; antifungal
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1 INTRODUCAO

A medicina deste século passa por um momento de extrema incerteza uma vez que
novas e velhas doencas infecciosas desafiam cada vez mais os paradigmas da ciéncia e
mobilizam a comunidade cientifica quanto ao aparecimento da resisténcia microbiana. Assim,
a manifestagdo recorrente de bactérias e fungos resistentes aos antimicrobianos na clinica tem
reforcado a necessidade de novas investigacdes para o desenvolvimento de farmacos com
acao antimicrobiana (HARBARTH; SAMORE, 2005).

Neste contexto, uma das principais alternativas que tem sido alvo de estudos em
diferentes paises do mundo, é a utilizacdo de plantas medicinais como potencial para a
descoberta de novas moléculas que possuem acéo no tratamento de infecgdes. Por meio dos
extratos vegetais obtidos de plantas medicinais sdo verificados metabdlitos secundarios em
abundancia, os quais sdo conhecidos por conter em sua composicdo substancias com
propriedades antimicrobianas (GIBBONS, 2004).

Entre os anos 1981 e 2006, 109 novos antimicrobianos foram aprovados, 69% destes
correspondem a antibacterianos e outros 21% aos antifingicos provenientes de espécies
vegetais ou de rotas quimicas derivadas a partir de seus metabolitos (NEWMAN, 2008). Além
disso, mais de 50% dos principios ativos com acao antimicrobiana foram isolados através de
recursos naturais, 0 que comprova o quanto a industria farmacéutica é altamente dependente
de medicamentos a base de plantas. Por tudo isso, os produtos naturais tém recebido interesse
significativo como fonte de novos medicamentos na terapéutica (KRIEF, 2004).

Sabe-se que cerca de 80% da populacdo mundial depende de plantas medicinais para
0s cuidados de atencdo basica de salde. Tal fato justifica-se pela facilidade com que as
plantas sdo encontradas, além de serem economicamente mais viaveis e consideradas de
origem natural (BANKAR; DOLE, 2015). Além disso, a automedicacdo pelo uso de extratos
vegetais ganhou popularidade desde a década de 1990, uma vez que um grande nimero desses
compostos comegou a serem disponibilizados em farmacias e lojas de produtos naturais sem a
necessidade de prescricdo médica (NEWMAN, 2008).

Em contrapartida, os problemas que vem sendo ocasionados pelo niUmero excessivo de
prescricbes de antimicrobianos e pelo uso abusivo desses farmacos, especialmente pelo
aparecimento de novas resisténcias, tem sido reconhecido como problema de satde publica
(COWAN, 1999). A resisténcia microbiana pode estar relacionada a diversos fatores, a saber:
caracteristicas moleculares dos patogenos, fatores de viruléncia, fatores relacionados ao

hospedeiro e aqueles relacionados aos centros de salde pelos diferentes mecanismos de
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patogenicidade viavel dos micro-organismos (HARBARTH, SAMORE, 2005).

O Passiflora edulis Sims pertence a familia Passifloraceae que possui cerca de 600
espécies, o Brasil ¢ o pais com maior biodiversidade dessa familia. O género Passiflora ¢ o
mais representativo, com 135 espécies vegetais (BERNACCI et al., 2015). O maracuja € um
nome popular de origem indigena das tribos Tupi e Guarani, e deriva de murukuia, que
significa “alimento em forma de cuia” (PIRES; JOSE, 2011).

E uma fruta multifuncional rica em vitamina C, célcio e fésforo, podendo ser
consumida naturalmente ou industrializada. Sendo de origem tropical, seu suco se destaca
pela boa aceitacdo entre os consumidores e suas cascas e sementes podem ser reaproveitadas
pelo processo de esmagamento da fruta para a obtencdo do suco (FERRARI; COLUSSI,
AYUB, 2004). Atualmente, os residuos industriais obtidos do processamento do suco do
maracuja-amarelo sdo utilizados por produtores rurais na suplementacdo de alimentacéo
animal, como ragdo para bovinos e aves e as sementes como fontes de 6leo, carboidratos,
proteinas e minerais utilizadas principalmente na industria de perfumaria e aromas (KOBORI;
JORGE, 2005).

Tradicionalmente, suas folhas, caules, raizes e frutos tem sido utilizada na medicina
popular, como sedativo, antiespasmodico, ansiolitico (ULMER, 2004; AKHONDZADEH et
al., 2001; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004), contra hipertensao e diabetes (NIPPON,
1993), anti-inflamatdrio (RUDNICKI et al., 2007), antioxidante (RUDNICKI et al., 2007;
DEVAKI; SUNITHA, 2009), antibacteriano (YULDASHEVA et al., 2005; AKANBI;
BODUNRIN; OLAYANJU, 2011) e antifungico (KANNAN; DEVI; JAYAKAR, 2010). Nos
ultimos anos, devido as suas propriedades fitoterapicas, etnoboténicas e riqueza fitoquimica,
pesquisas tem demonstrado interesse crescente sobre esta espécie vegetal como critérios de
selecdo de moléculas naturais de importancia farmacéutica. Assim, este estudo tem como
objetivo verificar o perfil fitoquimico e a atividade antimicrobiana in vitro do extrato

hidroalcéolico das sementes de Passiflora edulis Sims e formulagdes farmacéuticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biodiversidade

No Brasil, encontra-se uma das maiores biodiversidades existente no planeta, tanto
pelas suas riquezas e abundancias de espécies, quanto pela variabilidade local e a diversidade
de ecossistemas e biomas presentes no pais. Os principais biomas brasileiros sdo a Floresta
Amazonica, considerada a maior floresta tropical do mundo, a Mata Atlantica, a Floresta
Tropical, o Cerrado, o Pantanal e a Caatinga. Estes biomas reinem a mais diversificada flora
do mundo, com mais de 55 mil espécies descritas, 0 que corresponde a 22% de toda a
biodiversidade mundial (FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006; RODRIGO, 2009).

Nos ultimos 20 anos, apesar da riqueza da flora brasileira, 0 nimero de informacdes
sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente (FONSECA, 2012). Até o
momento, estima-se que apenas 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada. Deste
modo, a biodiversidade pode ser compreendida como uma preciosa biblioteca genética
mantida em seus ecossistemas naturais, da qual apenas uma pequena parcela de seus
componentes foi adequadamente estudada e cujos beneficios futuros ainda sdo desconhecidos
(GUERRA; NODARI, 2004).

A economia mundial baseia-se principalmente em produtos e processos relacionados a
biodiversidade. Acredita-se que 40% da economia esta ligada em particular aos setores de
alimentos, combustiveis, fibras, madeira, extratos, éleos, medicamentos e cosméticos (CDB,
2011; CNI, 2014). Esse cenario demonstra que a diversidade bioldgica é constantemente
referida como uma das possiveis fontes de vantagem competitiva para o Brasil sendo a
industria farmacéutica um dos setores mais promissores para Seu aproveitamento
(PIMENTEL et al., 2015).

Um ndmero expressivo de inddstrias multinacionais farmacéuticas, alimentares e
biotecnologicas tém se apropriado de plantas e conhecimentos indigenas rurais para obtencéo
de novos produtos especialmente de espécies vegetais da Amazonia. Essa problematica esta
relacionada ao conceito de biopirataria pela exploragcdo, manipulagéo e exportacéo de recursos
bioldgicos com fins comerciais indevidos (RECH et al., 2015). Diante das acusacdes de
biopiratarias por empresas multinacionais no Brasil, houve necessidade de implementar uma
politica governamental estabelecida pela Lei n° 13.123 de 20 de Maio de 2015 com o objetivo
de controlar e limitar o uso da biodiversidade brasileira (SACCARO JUNIOR, 2013). O
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problema ndo é uma exclusividade do Brasil, poucos paises construiram um marco regulatorio
nacional e em todos os casos ainda sdo necessarios ajustes (NKHATA et al., 2012).

Uma das aplicacGes mais antigas e consolidadas ha milhares de anos da biodiversidade
¢ a obtencdo de substancias com propriedades curativas. InUmeros povos ao longo da historia
descobriram nas plantas seus efeitos terapéuticos para tratar as enfermidades e até hoje essa
pratica € comum em diferentes paises, inclusive no Brasil (CDB, 2011). Essa associagdo pode
estar relacionada com a interagdo do homem com os recursos genéticos dos ecossistemas
naturais, hoje conhecido como conhecimento tradicional associado. Esse saber, adquirido ao
longo do tempo pela comunidade, pode servir no direcionamento de alvos especificos nas
pesquisas cientificas para a utilizagdo racional dos recursos naturais, com a finalidade de
desenvolver novos produtos através da chamada bioprospecgdo (SACCARO JUNIOR, 2013).

Embora praticamente todos os setores da industria possam se inspirar na natureza e
produzir inovagdes, provavelmente o mais representativo ¢ o mercado farmacéutico
(PATERSON; ANDERSON, 2005). Sabe-se que cerca de 50% dos farmacos disponiveis na
terapéutica foram desenvolvidos com base em moléculas bioldgicas, no caso de drogas

antineoplésicas e antimicrobianas essa proporcao pode atingir até 70% (UNU-IAS, 2005).

2.2 Plantas Medicinais

O consumo de plantas medicinais no Brasil é anterior a chegada dos Portugueses em
1.500. Gradativamente, os colonizadores perceberam o0s valiosos recursos da medicina
indigena e acabaram construindo sua prépria farmacopeia. O uso de plantas medicinais pelo
homem acompanha a sua histéria. Registros arqueoldgicos apontam a sua importancia cultural
desde 60.000 anos a.C., povos antigos como os Egipcios, Gregos, Hindus, Persas e mais
recentemente 0s povos da Ameérica Pré-colombiana, aplicavam cotidianamente os recursos
terapéuticos onde viviam contribuindo para a constru¢do da medicina tradicional dispersa ao
redor do mundo (ROCHA et al., 2015).

Ao longo do séc. XVI, informagdes disponiveis acerca de plantas medicinais, suas
indicagdes e posologias, eram sistematicamente observadas pelos missionarios na medida em
que a colonizacdo adentrava sobre as regides do Recéncavo Baiano, Floresta Amazénica e
Zonas Costeiras. O conhecimento tradicional uma vez registrado por estes missionarios, era
apropriado e adaptado pelos padres jesuitas, de modo que pudessem elaborar suas préprias
prescricdes (WALKER, 2013).
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O uso de plantas medicinais no Brasil é bastante difundido e suas potencialidades
neste setor sdo reconhecidas mundialmente (SIMOES, 2000). Plantas medicinais podem ser
definidas como vegetais que possuem substancias com acgdo farmacoldgica. Estima-se que
pelo menos a metade das espécies nativas tenha alguma propriedade medicinal, entretanto
nem 1% foi estudada adequadamente (MARTINS et al., 2003).

O uso de plantas medicinais pela populagdo brasileira é significativo, a maioria das
pessoas encontram nos produtos de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a
unica fonte de recursos terapéuticos. Isso se justifica tanto pela riqueza da biodiversidade,
pela tradicdo popular desta prética, mas principalmente pelo baixo poder aquisitivo da
populagdo que ndo dispde de recursos financeiros para aquisicdo de medicamentos
industrializados (DI STASI, 1996). Assim, para garantir a seguranca do uso de plantas
medicinais pela sociedade como terapéutica utilizada no tratamento de enfermidades, séo
necessarias ndo apenas medidas de controle, mas realizacdo de campanhas que promovam
informacgdes sobre o uso racional dessa préatica relatando os riscos e beneficios existentes
encontrados a partir de seu uso (SILVA et al., 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhecendo essa realidade lancou em
1972, um incentivo a medicina tradicional, colocando a fitoterapia como uma das préticas
mais importantes pelo potencial encontrado nessa terapia aliado ao custo beneficio que ela
poderia dispor aos seus usuarios. A Fitoterapia € um recurso terapéutico caracterizado pelo
uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas que incentiva o
desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a participacdo social (BRASIL, 2006).

Na perspectiva da integridade da atencdo a salde é importante promover uma
estratégia baseada em tratamentos alternativos para oferecer a comunidade. A ampliacdo das
opcdes terapéuticas ofertadas aos usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS), com garantia de
acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia, com seguranca,
eficacia e qualidade torna-se indispensavel para 0 modelo de assisténcia basica (DUTRA,
2009). O Brasil possui vantagens e oportunidades para o desenvolvimento da fitoterapia
devido ao seu potencial em biodiversidade, crescente interesse popular e institucional através
das politicas de inclusdo de medicamentos fitoterapicos no SUS (SANTQOS, 2006).

No ano de 2006, por meio do Decreto Presidencial n° 5.813 de 22 de junho o governo
federal aprovou a Politica Federal de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, composta por
politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento econdmico e social. O objetivo
dessa politica ¢ “garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e uso racional de plantas

medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 wuso sustentdvel da biodiversidade, o
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desenvolvimento da cadeia produtiva ¢ da indistria nacional”. (BRESOLIN; CECHINEL
FILHO, 2009). A espécie de P. edulis encontra-se presente na lista de Relacdo de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sus (RENISUS), como espécie vegetal de forte potencial
terapéutico (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

2.3 Metabolomica

Os compostos produzidos pelas plantas sdo distribuidos em metabdlitos primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios sdo conhecidos por serem moléculas que se encontram
em todas as células vegetais e sdo necessarios para a vida da planta. Sdo os acUcares,
aminoéacidos, proteinas, lipidios e os acidos nucléicos. Os metabdlitos secundarios, ao
contrario, sdo restritos em sua distribuicdo e sdo importantes para a sobrevivéncia e a
propagacgdo das plantas capazes de produzir diferentes compostos: fendis, terpendides, 6leos
essenciais, alcaloides entre outros. S80 essas as principais moléculas quimicas responsaveis
pelos efeitos medicinais, ou tdéxicos, das plantas que apresentam grande importancia
ecologica, uma vez que podem atuar na atracdo de polinizadores, ou representar uma defesa
quimica contra agentes agressores ambientais (LOPEZ, 2006).

A grande utilidade e diversidade de metabdlitos secundarios dos vegetais, despertam o
interesse de pesquisadores no mundo inteiro, pelo fato de o reconhecerem como fonte
promissora para o isolamento de novas moléculas a serem descobertas para diferentes
aplicabilidades na vida humana. As industrias agrondmicas, alimenticias e farmacéuticas tém
grande interesse na descoberta dessas moléculas, pois estas, devido as suas propriedades,
possuem elevada importancia comercial (ARRAIS, 2012). Devido a crescente popularidade
dos medicamentos fitoterapicos e a mudanca de perspectiva dos consumidores que buscam
cada vez mais alimentos com caracteristicas bioativas que proporcionem mais salde e bem-
estar através de ativos encontrados na natureza, faz-se necessario investigacdes cientificas de
suas propriedades terapéuticas (DINIZ; ASTARITA; SANTAREM, 2007).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos oriundos do metabolismo
secundarios das plantas, os estudos dos processos evolutivos de reconhecimento molecular em
sistemas bioldgicos assumem grande importancia, pois constituem as bases fundamentais para
o0 entendimento de propriedades como poténcia, afinidade e seletividade. Por isso, as
ferramentas biotecnoldgicas associadas aos métodos de estudos fitoquimicos ganham forga no
desenvolvimento de novas moléculas com atividade bioldgica (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010). Os estudos fitoquimicos ajudam na investigacdo desses compostos através de
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métodos de analises que permitem a quantificacdo, separacdo, isolamento e identificacdo da
simbiose existentes entre centenas de diferentes metabolitos secundarios encontrados em uma
planta. Apenas 0s compostos presentes em maior concentracdo sao geralmente isolados e
estudados pela fitoquimica com diferentes finalidades. Desta forma, verifica-se que o reino
vegetal representa um enorme reservatorio de moléculas farmacologicamente ativas a serem
descobertas (PINTO, 2005).

Os metabdlitos secundarios sdo divididos em trés grandes grupos distintos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio (SHAHIDI; NACZK, 2003; SHAHIDI;
HO, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006). Dentre os terpenos, encontram-se 0s compostos volateis
que compde os Oleos essenciais com aplicacdo em sabores e perfumes, a funcdo dos Oleos
essenciais nas plantas pode ser tanto para atrair polinizadores quanto para repelir insetos. Os
compostos fenolicos sdo representados pelo um grupo bastante heterogéneo que além de sua
importancia na protegdo de plantas contra fatores ambientais, estdo presentes em frutas e em
muitos sabores, odores e coloracdo dos vegetais. Dentre o grupo de compostos contendo
nitrogénio destaca-se a classe dos alcaloides, que também tem funcédo de defesa contra insetos
e animais predadores nas plantas (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

O planejamento da pesquisa fitoquimica para identificacdo dos grupos de metabdlitos
secundarios deve ser feito de acordo com os objetivos especificos que se pretende atingir, seja
ele quimico, farmacolégico ou ainda dirigido para um determinado tipo de acdo, por exemplo,
inseticidas naturais, ou ainda classes especiais de substancia de interesse tecnolégico como os
Oleos fixos e Gleos essenciais. Por isso, o planejamento da prospeccdo fitoquimica deve
obedecer dois principios: simplicidade necessaria a rapidez de execucdo e complexidade
necessaria a precisao dos resultados e & maior amplitude de informagdes (MATQOS, 2009).

As andlises dos estudos fitoquimicos sdo importantes principalmente para aguelas
espécies de plantas medicinais que ainda ndo dispbe de estudos quimicos, tendo como
objetivo conhecer estes compostos e avaliar sua presenca identificando quais grupos de
metabolitos secundarios relevantes estdo presente na qualidade da matéria prima medicinal
(LEITE, 2009; SIMOES et al., 2004). Para isto é necessario que exista uma atuago
interdisciplinar nas buscas direcionadas da bioatividade levando em conta 0s aspectos

agrotecnologicos, microbioldgicos, farmacoldgicos e biotecnologicos (FOGLIO et al., 2006).

2.4 Resisténcia microbiana

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbimortalidade
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especialmente em paises em desenvolvimento. Podem ser causadas por diversos agentes,
dentre eles destacam-se os fungos e bactérias, comumente isolados em amostras clinicas
oriundas de pacientes com diferentes problemas de saide. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), as infecgdes causam 25% das mortes em todo mundo e 45% nos paises menos
desenvolvidos. Estas podem condicionar elevado custo social e pessoal em consequéncia aos
dias ndo trabalhados, invalidez parcial ou permanente e mortes em uma parcela consideravel
de pacientes acometidos por tais afeccdes (BETONI et al., 2006).

Diante dessa problematica, o uso de antibioticos revolucionou a abordagem das
infeccOes e 0 seu sucesso provocou enorme satisfacdo frente a prevencao e ao tratamento de
processos infecciosos. Os antibidticos ou antimicrobianos, sdo farmacos empregados com a
finalidade de ocasionar a morte ou inibir o crescimento de determinado agente microbiano.
Podem ter diferentes origens, seja por uma substancia produzida pelos proprios micro-
organismos, isolada de vegetais, ou, mesmo através de rotas sintéticas conhecidas como
quimioterapicos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). No entanto, a prescri¢ao irracional dos
antimicrobianos rapidamente provocou dificuldades para seu uso, em consequéncia do
aumento crescente da resisténcia microbiana a essas drogas (MONTELLI, 2001).

A resisténcia microbiana independe do grupo ao qual o micro-organismo pertence,
pode ser observada tanto em bactérias como fungos e é considerada um fenémeno natural e
evolutivo. Dentre as bactérias associadas a este fendbmeno destacam-se os bacilos Gram-
negativos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Salmonela spp.,
representantes da familia das Enterobacteriaceae comumente isolados em infec¢des do trato
urinario e, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores (BGN-NF) nas afeccfes do trato respiratorio inferior. Os cocos Gram-
positivos, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes sdo predominantes encontrados
em infec¢bes cirdrgicas e sanguineas (ECDC, 2013). Além disso, infeccdes fungicas do
género Candida spp. resistentes vém aumentando consideravelmente nos hospitais e a espécie
de Candida albicans € o principal agente isolado de afeccGes superficiais e invasivas. A
incidéncia de isolados deste género com alto potencial de resisténcia vem aumentando
gradativamente refletindo nos elevados indices de mortalidade associados ao referido
patogeno (NUNES et al., 2011).

E de grande importancia a identificacdo do agente etioldgico nas infecgdes, pois a
patogenicidade e o padrdo de sensibilidade de cada antimicrobiano apresentam variag0es de
acordo com o micro-organismo (BADIEE; ALBORZI, 2011).

No Brasil, os aspectos relacionados a epidemiologia e prognostico dos pacientes séo
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mais expressivos quanto a mortalidade, custos e opcdes terapéuticas limitadas quando se
retrata de um quadro de resisténcia microbiana. O aumento de micro-organismos patogénicos
resistentes a diversas drogas associado ao concomitante elevado numero de pacientes
imunodeprimidos ocasionou a busca de novas alternativas terapéuticas (ANTUNES et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2006).

A pesquisa de extratos vegetais com acdo antimicrobiana apresenta uma saida para o
combate aos micro-organismos patogénicos, levando assim a procura pela descoberta de
novas moléculas quimicas derivadas de espécies vegetais como fonte promissora de novos
agentes antimicrobianos (SILVA et al., 2007; LEITAO, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o perfil fitoquimico e a atividade antimicrobiana in vitro do extrato das

sementes de Passiflora edulis Sims e desenvolver formulagdes farmacéuticas.

3.2 Especificos

a) Realizar o perfil fitoquimico e quantificar o teor de polifendis e flavonoides
totais do extrato hidroetanolico 70% das sementes de Passiflora edulis Sims;

b) Isolar e identificar informacbes estruturais de composto fenolico (CF) do
extrato hidroetanodlico 70% das sementes de Passiflora edulis Sims através de
LC — ESI-MS";

c) Avaliar o potencial antioxidante em diferentes concentracdes do extrato
hidroetanolico 70% das sementes de Passiflora edulis Sims;

d) Verificar a atividade antimicrobiana do extrato e das formulagdes
farmacéuticas de uso tdpico pelo método de perfuracdo em 4&gar e pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo

bactericida minima (CBM).
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e local da pesquisa

O presente trabalho consistiu em um estudo experimental descritivo, realizado no
Laboratério de Microbiologia Clinica e Laboratério de Desenvolvimento de Produtos e
Cosméticos do Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA,
onde realizou-se os testes microbioldgicos e desenvolvimento das formulacdes farmacéuticas
respectivamente. As analises quimicas foram realizadas em parceria com o Centro de Ciéncias
Exatas e Tecnologia — CCET, Laboratério de Produtos Naturais — UFMA Campus

Universitario de Sdo Luis — MA.

4.2 Material Botanico

Os frutos de Passiflora edulis Sims foram coletados na Fazenda Centro no municipio
de Fortaleza dos Nogueiras — MA, com altitude de 430 m ¢ 06° 57°50” S ¢ 46° 10" 38” W em
Outubro de 2015 as 7:00 horas da manhd e encaminhados ao Laboratorio de Produtos
Naturais do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia — CCET. A exsicata desta espécie foi
catalogada e identificada no Herbario Botanico Rosa Mochel da Universidade Estadual do

Maranhdo — UEMA pela botanica Dra. Ana Maria Maciel Leite sob a numeracédo (4023).

4.3 Obtencdo do extrato hidroalcéolico

Os frutos foram lavados em agua corrente para separagdo das sementes frescas que
passaram por periodo de secagem a temperatura ambiente por sete dias. Posteriormente as
sementes foram trituradas em liquidificador industrial (Metvisa®) e pesadas em balanca
analitica obtendo massa vegetal de 116g. Em seguida, esse p0 foi submetido a maceragéo por
trés dias com renovagdo de solvente a cada 24 horas utilizando solvente hidroetandlico 70% e
proporcdo droga:solvente de 1:3. O extrato hidroalcoolico (EH), foi submetido ao
rotoevaporador rotativo (Janke e Kunkel®) temperatura controlada de 40°C e obtencdo de
volume concentrado de 690 mL, peso seco de 0,0096 g/mL e rendimento 6% (MATOS,
2009). A obtencgdo do EH foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais — CCET, UFMA.
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O processo de obtencdo do (EH) e das formulagdes farmacéuticas obtidas do extrato
teve a patente requerida pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) N° BR 10
2015 002897 0.

4.4 Formulagdes farmacéuticas obtidas do EH

Tabelal: FormulacGes desenvolvidas a partir do EH: gel, solucéo e sabonete intimo.

Gel 5% Solucéo 1% Sabonete intimo 5%

Carbopol 0,5% Glicerina 15% Lauril éter sulfato de
sodio 34%

Propilenoglicol 5% Propilenoglicol 15% Dietanolamina de é&cido

graxo de coco 1,5%

Trietanolamina q.s Alcool etilico 10% Cocoamidopropilbetaina
5%

Extrato 5% (0,0695mg/mL) Extrato 1% (0,0139 mg/mL) | Hidroxietilcelulose 0,5%

Agua destilada g.s.p Agua destilada g.s.p Propilenoglicol 2%
Cloreto de sddio 0,43%
Extrato 5%
(0,0695mg/mL)

Agua destilada q.s.p

As formulagdes foram preparadas para obtencdo de 100 mL e o sabonete intimo teve
seu pH ajustado para 4,5 com &cido citrico 10%. Todas as formulacdes foram desenvolvidas
com a auséncia de conservantes normalmente utilizados na constituicdo dos excipientes
(ANVISA, 2010 com adaptacgoes).

4.5 Estudo de estabilidade das formulagdes farmacéuticas

Os testes de estabilidade foram executados em conformidade com o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA). As amostras das formulagGes foram submetidas ao teste de estabilidade pelo
método de centrifugacdo onde pesou-se 10 g do produto sélido e um volume de 10 mL dos

produtos liquidos depositados em tubo de ensaio cénico graduado e submetidos a rotacdo de




24

3600 rpm (Fanem®) durante 30 minutos. Espera-se que os aspectos fisicos e quimicos como
cor, odor, uniformidade e integridade sejam mantidos dentro dos limites especificados
considerados na estabilidade (BRASIL, 2004).

4.6 Controle de qualidade microbioldgico do extrato e das formulagdes farmacéuticas

Os produtos foram diluidos na proporcdo 10! em solugdo NaCl 0.89% e
posteriormente retirou-se 1,0 mL da solucdo para analise de contagem de micro-organismos
heterotroficos pela técnica de Pour Plate em meio PCA (Plate Count Agar) (Himedia®),
técnica dos tubos mdltiplos pela inoculacdo de 1,0 mL da solugdo em meios Lauryl
(Merck®), Verde brilhante (Coliformes totais) (Himedia®) e EC caldo (Coliformes
termotolerantes) (Himedia®) respectivamente. Além disso, fez-se a pesquisa para verificagdo
de crescimento fungico pela técnica de Spread Plate em meio Saboraud (Merck®) pela
retirada de 100 uL da solucdo e espalhamento com alc¢a de Dringalski na superficie do meio.

As placas de PCA e Saboraud foram encubadas em estufa bacteriologica 37°C 24
horas e até 48 horas para as placas de meio Sabourad. Os tubos multiplos foram levados ao
banho maria Sl 150 (Solab®) temperatura controlada de 37°C por 24 horas para 0s meios
Lauryl e Verde brilhante e EC caldo 44, 5°C 24 horas. Transcorrido o tempo de incubacéo
observou-se 0 aparecimento de producdo de gas nos tubos de durham e o crescimento de
micro-organismos nos meios PCA e Sabourad através da contagem de coldnias do
crescimento microbiano quando presente. Todos os testes foram realizados em triplicata para
cada amostra analisada (CARDOSO, 2009).

4.7 Triagem fitoquimica

Foram aplicados métodos de avaliacdo qualitativos dos constituintes quimicos.
Resumidamente foram aplicados métodos para deteccdo de alcaloides (teste de Mayer e
Dragendoff), taninos e fenois (teste de FeCls), saponinas (teste de formacdo de espuma),
flavonoides (teste de Schinoda) terpendides (teste de Liberman-Burchard). A presenca das
classes de metabolitos secundarios foram classificadas como: fortemente positivo (+++),
positivo (++), fracamente positivo (+) ou ausente (-) segundo metodologia descrita por
Matos, (2009).

o Para a reacdo com cloreto férrico foram adicionadas 3 gotas de solucdo aquosa

de cloreto férrico 1% em 1 mL do extrato. O surgimento de coloragéo variavel entre azul e
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vermelho é indicativo da presenca de fendis e precipitado escuro de tonalidade azul indica
a presenca de taninos hidrolisiveis e verde a presenca de taninos condensados.

o A reacdo de Liberman-Burchard consistiu na evaporacdo de 30 mL do EH em
banho-maria até a secura. Dissolveu-se os residuos em 5 mL de cloroférmio e filtrou-se.
Com o auxilio de uma pipeta, foi transferido para trés tubos de ensaio as seguintes
quantidades: 0,1 mL; 0,5 mL; 1,0 mL. Em seguida, completou-se os volumes com
cloroférmio até 2 mL. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e 2 mL de &cido sulfdrico.
A mudanca de coloragdo do extrato para résea ou azul indica a presenca de esteroides ou
triterpenos.

o Em papel filtro pingou-se 1 gota do EH com uma gota de KOH e levou-se a
camara UV para observar a formacédo de fluorescéncia. A positividade foi observada pelo

aparecimento de fluorescéncia indicativo da presenca de cumarinas.

o A pesquisa de alcaloides foi realizada através dos reativos de Mayer (Mercurio
Tetraiodeto de Potassio) e Dragendoff (Tetraiodeto Bismuto de Potassio) foi verificada
pela transferéncia de 2 mL do EH para cinco tubos de ensaio e adicionou-se 2 gotas dos
respectivos reativos. Observou-se se houve a formacdo de precipitado branco ou leve
turvacdo branca para o reativo de Mayer e precipitado de cor tijolo para o reativo de
Dragendoff, conforme Tabela 2. As analises fitoquimicas foram realizadas no Laboratério

de Fitoterapia do Departamento de Farmécia - UFMA.

Tabela 2: Classes de metabdlitos secundéarios analisados na triagem fitoquimica do EH das
sementes de Passiflora edulis Sims

Metabdlitos Secundarios Testes
Fenois Teste com o cloreto férrico
Taninos hidrolisaveis Teste com o cloreto férrico
Taninos condensados Teste com o cloreto férrico
Antocianidina, antocianina e flavonoides Teste de mudanca de pH (pH 3; 8,5 e 11)
Flavonas, flavonois e xantonas Teste de mudanca de pH (pH 3; 8,5 e 11)
Chaconas e auronas Teste de mudanga de pH (pH 3; 8,5 e 11)
Leucoantociacianidinas, catequinas Teste de mudanga de pH (pH 3; 8,5 e 11)
Esteroides Teste de Liberman-Burchard
Triterpendides Teste de Liberman-Burchard
Alcaloides Teste com Dragendoff, Mayer e Hager

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)
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4.8 Determinacdo do teor de polifendis totais

O teor de fenois do extrato foi obtido utilizando 100 pL da solucdo do EH seco
(2mg/mL) etanol, 100uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck®) e 1,0 mL da solucdo de
carbonato de sodio a 20% por duas horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Concentracbes de acido galico (Merck®) foram utilizadas como padrdo. As leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer®) A=760 nm e os
resultados expressos em mg de acido galico por grama do EH (BATISTA et al., 2016).

4.9 Determinagéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais do extrato foi obtido utilizando 500 pL da solucdo do EH
seco (2mg/mL) etanol e 500 pL de solucdo metanodlica de cloreto de aluminio a 5% por 30
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. ConcentragGes conhecidas de quercetina
(Merck®) foram utilizadas como padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro
UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer®) A=425 nm e os resultados expressos em mg de
quercetina por grama do EH (WOISKY; SALATINO 1998; CHAILLOU; HERRERA;
MAIDANA, 2004; ABREU et al., 2006).

4.10 Fracionamento e andlises de Cromatografia de Camada Delgada Comparativa
(CCDC)

A partir do extrato bruto hidroalcéolico (EB-HEtOH) realizou-se o fracionamento com
0s seguintes solventes na ordem crescente de polaridade: hexano (F-Hex), diclorometano (F-
CH2CIly) e acetato de etila (F-AcOet). Para cada particdo ocorreram duas extraces
consecutivas que em seguida foram recolhidas e transferidas para frascos limpos e secos. Para
analisar o comportamento destas fracOes preparou-se placas de cromatografia de camada
delgada comparativa (CCDC), utilizando silica gel 60 G (Merck®) que posteriormente foram
ativadas por 24 horas em estufa a temperatura de 110 °C.

Sobre duas placas de CCDC foram aplicadas as amostras com auxilio de tubo capilar
que foram eluidas utilizando como fase mével a mistura de hexano e acetato de etila
(Hex:AcOEt) na proporc¢édo (80:20). Em seguida uma das placas foi acondicionada em cuba
contendo vapores de iodo para revelacdo das possiveis substancias presentes em cada amostra.

E a outra foi borrifada com uma solucdo alcodlica de cloreto férrico (FeCls), revelador para
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compostos fendlicos. Em busca da identificacdo destes possiveis compostos, realizou-se mais
uma analise em CCDC utilizando acetato de etila, cloroférmio e metanol
(AcOEt:CHCI3:MeOH) (70:20:10) como fase movel segundo metodologia descrita por
Seidemann, (1969). As avaliacbes obtidas de CCD foram executadas no Laboratério de
Produtos Naturais — CCET, UFMA.

4.11 Isolamento e identificacdo do composto fendlico (CF)

O isolamento consistiu na adi¢do de 1000 pL de agua Milli-Q na F-CH2Cl> contendo a
substancia CF onde permaneceu por dez minutos em sonicador UltraCleaner 750 (Unique®).
Prosseguiu-se com as aplicacbes no cartucho CHROMABOND® C18ec de fase reversa
submetido a lavagem com MeOH em seguida estabilizado através de sistema H20:MeOH
80:20 e eluicdo da amostra H20:MeOH 50:50. Posteriormente a amostra foi encaminhada
para identificacio em LC-ESI-MS". As avaliacbes de espectrofotometria de massa foram
realizadas no Laboratério de Bioprospeccdo de Produtos Naturais-UNESP (ROCHA et al.,
2014 com adaptacdes).

4.12 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada através do sistema de reducao do radical DPPH
(1,1-difenil-2-picrildazila) solucdo estoque 0,5 mM diluido em etanol HPLC (LiChrosolv®)
60 uM com absorbancia de 0,62 + 0,02 onde a substancia com propriedade antioxidante
presente no EH, atua reduzindo o DPPH. O EH 0,0096g/mL, foi diluido em etanol nas
concentracdes de 0,0048 g/mL, 0,0024 g/mL, 0,0012 g/mL e 0,006 g/mL, onde a redugéo do
DPPH foi acompanhada por uma mudanca de coloracdo do violeta intenso para o amarelo
claro, por meio de espectofotometria de UV-visivel (Byosystem®) absorbancia A = 517 nm.

A atividade do sequestro de radicais foi expressa em miligrama de equivalente trolox
(antioxidante padrdo) por grama de extrato. Para construcdo da curva trolox, a mistura
reacional foi composta de 900 puL do tampao Tris-HCI 100 mM (pH = 7,4), 40 uL de etanol,
50 pL de solugdo de Tween 20 0,5% (m/m), 10 puL do trolox diluido em diferentes proporgdes
de etanol (1,25; 1,00; 0,75; 0,50; 0,375; 0,25 mg/mL) seguido de 1 mL de DPPH. A

absorbancia foi medida no inicio da reacdo (tempo zero), a cada 5 minutos durante 0s
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primeiros 20 minutos e posteriormente em intervalos de 10 minutos até se tornar constante. A

porcentagem de inibicdo (IDPPH%) foi calculada através da equacéo:

(IDPPH%) = [1 - (ﬁ—:]] % 100

Onde Absa e Absg sdo as absorbancias da amostra e do controle (branco) no término
da reacdo respectivamente (ALVES, 2010; SOUSA, 2007). As andlises foram realizadas no
Laboratdrio de Produtos Naturais — CCET, UFMA.

4.13 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

4.13.1 Micro-organismos utilizados

As amostras utilizadas estdo disponiveis na bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Clinica. Foram avaliadas amostras ATCC padrdo e isolados clinicos de
bactérias e fungos leveduriformes entres elas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Corynebacterium diphteriae ATCC 27010, Escherichia
coli ATCC 35218, EAEC 17.2, EAEC 042, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, isolados clinicos de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus
Streptococcus pyogenes, Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Acinetobacter baumannii e amostras clinicas de Candida albicans, Candida glabrata,

Candida parapsilosis, Candida tropicalis.
4.13.2 Padronizacao das suspensdes bacterianas e fungicas

Os micro-organismos foram inicialmente reativados a partir das suas culturas originais
e mantidos em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia®) em estufa a 37°C por 24
horas para bactérias e amostras fungicas até 48 horas. Posteriormente, as amostras foram
cultivadas em placas de Agar Nutriente (Micromed®) a 37°C sob o mesmo tempo de
incubacdo relatado anteriormente. Colonias isoladas foram entdo ressuspensas em 3 mL de
solucdo fisiologica NaCl 0.89% estéril até atingir uma turbidez equivalente a escala 0,5 de
Mc.Farland (1,5 x 108 bact/mL).
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4.13.3 Anélise antimicrobiana pela técnica de perfuracdo em agar

O potencial antimicrobiano do extrato e das formulagdes farmacéuticas gel 5%
(0,0695 mg/mL), solucdo 1% (0,0139 mg/mL) e sabonete intimo 5% (0,0695 mg/mL) foram
avaliados pela técnica de perfuragdo em meio Mdller Hinton (Merk®). O meio foi perfurado
com cilindros de (6mm) e em seguida foram colocados nos pogos 50 uL. dos produtos a serem
testados. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para amostras bacterianas e fungicas
até 48 horas. Ap0s incubacdo, com o auxilio de uma régua realizou-se medicdes
correspondentes a média de trés medidas diametralmente oposta ao halo de inibicdo do
crescimento quando presente, com realizagGes dos testes em triplicata (OSTROSKY et al.,
2008). Foram utilizados como controle positivo de bactérias cloranfenicol 0,02 mg/mL e para
amostras fungicas, nistatina 100.000 Ul/MI suspensao (BRASIL, 2003).

4.13.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo

bactericida minima (CBM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de macrodiluicdo em tubos de
caldo BHI. Foram adicionados 1 mL de BHI nos tubos, em seguida colocou-se uma aliquota
de 1 mL dos produtos no primeiro tubo e prosseguiu-se com as diluicdes seriadas.
Posteriormente, foi acrescentado 20 pL da suspensdo microbiana e 20 pL de CTT 1% (2,3,5-
trifenil-tetrazélio), em seguida os tubos foram acondicionados em estufa bacterioldgica a
37°C por 24 horas e até 48 para amostras fungicas. A CBM foi avaliada através da obtencao
da CIM, onde houve 99,9% de morte microbiana sobre a superficie do agar. Foi utilizado
como controle positivo para determinacdo da CIM 20 uL de suspensdo bacteriana, 20uL de
CTT 1% e 20 uL de cloranfenicol 0,02 mg/mL e para as amostras fangicas 0 mesmo volume
de suspencdo e CTT 1% relatados anteriormente, acrescentado de 20uL de Nistatina 100.000
UI/MI. Como controle negativo para ambos os micro-organismos foi utilizado 20 uL das
respectivas suspensdes e 20 uL de CTT 1% como revelador indicativo de crescimento
microbiano pela alteracdo de coloragéo para rosa (PHILLIPS, 1991;PIDDOCK, 1990).
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4.14 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo das médias e foram
analisados utilizando teste One-Way ANOVA para multiplas comparacdes seguido de Tukey.
Todas as discussdes estatisticas foram realizadas no nivel de 95% (p<0,05) de significancia

utilizando software GraphPad Prism 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.15 Analise da triagem fitoquimica

Dentre os metabdlitos secundarios analisados foi possivel verificar que a classe de
compostos quimicos com maior representatividade encontrada no EH foram os compostos
fenolicos. Além disso, houve presenca de saponinas e alcaloides com menor intensidade como
demonstrado na Tabela 3. Os compostos fendlicos encontram-se distribuidos em uma
variedade de plantas medicinais e eles tem sido extensivamente investigado no
direcionamento da atividade antimicrobiana. Flavonoides, flavondis e taninos estdo entre os
grupos que tem se destacado com maior potencial de acdo antimicrobiana (JOHNSON;
MARIDASS; IRUDAYARAJ, 2008).

Tabela 3: Andlise da triagem fitoquimica do EH das sementes de Passiflora edulis Sims

Espécie vegetal

Metabdlitos secundarios Passiflora edulis Sims

Cumarinas ++
Antocininas e Antocianidinas -
Flavonas, Xantonas e Flavois -
Chalconas e Auronas -
Flavonoides ++

Leucoantocianidinas -

Catequinas -
Flavanonas ++
Fendis 4+

Taninos hidrolisaveis -
Taninos condensados +

Triterpendides -

Esteroides -
Saponinas +
Alcaloides +

+++ fortemente positivo, ++ positivo, + fracamente positivo, - ausente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

Analises semelhantes foram realizadas através da triagem fitoquimica das folhas, caule

e fruto de Passiflora edulis Sims, onde verificou-se a presenca de flavonoides, taninos,
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alcaloides e fendis no fruto através de extracdo com metanol, hexano, acetato de etila e 4gua.
Esses resultados se assemelham com os achados nesse estudo utilizando solvente extrator
hidroalcoolico pela presenca de flavonoides, taninos, alcaloides e fendis com excecdo apenas
da auséncia de saponinas ndo encontrada na amostra do fruto analisada (AKANBI;
BODURIN; OLAYANJU, 2011).

Estudos relatam que na composicao fitoquimica do extrato metanolico do pericarpo de
Passiflora edulis Sims encontrou-se presenca de saponinas, fenois, flavonoides, triterpenos e
esteroides (DZOTAM; TOUANI; KUETE, 2015). As andlises encontradas neste estudo se
assemelham aos da pesquisa anterior pela presenca de saponinas, fendis e flavonoides e se
diferem pela auséncia de triterpenos e esteroides. Pode se observar que apesar das analises
fitoquimicas serem realizadas sobre diferentes partes de Passiflora edulis Sims através de
extracGes obtidas com solventes de polaridades distintas, todos os resultados encontrados
demonstram a presenca expressiva de compostos fenolicos como evidenciado neste estudo.
As propriedades antimicrobianas de determinadas classes de polifenois estdo relacionadas a
sua capacidade de suprimir fatores de viruléncia microbiano como biofilme, adesdo e

neutralizacdo de toxinas bacterianas (DAGLIA, 2012).

4.16 Avaliacao do teor de polifendis totais e flavonoides

Na literatura, existem diversos trabalhos que descrevem o teor de polifendis das
espécies de Passiflora (RUDNICK et al., 2007; MODOGLIO, 2011; LUGATO et al., 2014;
PINELLI et al., 2015). Contudo, sua maioria € relacionado as folhas de P. alata.
(MODOGLIO, 2011). Avaliando a quantificacdo de polifendis do extrato obtido a partir das
sementes de P. edulis, foi constatado o teor de 480,1 + 4,833 mg de equivalentes de acido
galico por grama da amostra seca (MgAG)/g (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo quantitativa dos constituintes quimicos polifendis (mgGA)/g e
flavonoides totais (mgQE)/g do EH das sementes de Passiflora edulis Sims

Extratos Hidroalcodlicos/ Polifenois totais* Flavonoides*
Relagdes de Hidromddulo (mgGA)/g (mgQE)/g
Passiflora edulis Sims 480,1 + 4,833 12,4+ 0,014

*Valores expressos como médias * erro padrao (teste one-way ANOVA), seguido de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2016)
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Esse valor pode ser considerado alto quando comparado ao teor das folhas de P. alata,
descrito no trabalho de Rudnicki et al. (2007), onde a espécie de P. alata apresentou teor de
92.5 + 2,2 ug/mg e P. edulis apresentou o teor de 171 + 1,6 ug/mg. Estudos de Modoglio
(2011) explica essa diferenca afirmando que as sementes € 0 componente das partes aéreas de
Passiflora que apresentam maior teor de compostos fendlicos.

Na quantificagdo do teor de flavonoides, observou-se que existe uma predominancia
de trabalhos relacionados as folhas das espécies de Passiflora (PETRY et al., 2001; BOTT;
LABUZA; OLIVEIRA, 2010; MENDEZ et al., 2011; PINELI et al., 2015), dos quais pode se
observar que estas variac0es dependem: do local onde elas foram cultivadas, como
apresentado por Reimberg (2006), no qual demonstrou que o teor de flavonoides das folhas
de Passiflora incarnata era de 26,1 mg/g no Brasil, enquanto na italia era de 15,75 mg/g;
meio extrativo, relatado por Pineli et al. (2015), onde observou-se que o0 extrato
hidroalcdolico apresentou teores de flavonoides superiores aos obtidos por infusdo; de acordo
com as espécies de Passiflora, conforme Petry et al. (2001) que demostra que o teor
observado para a espécie de Passiflora edulis era de 2,9% e 4,6% encontrados na espécie de
P. alata e pelo processo de metodologia extrativa adequada, onde a porcentagem desta
classe de metabolito secundario pode ser elevada, resultados evidenciados nas pesquisas de
Bott, Labuza e Oliveira (2010), onde utilizaram o método spoted bed-dried e obtiveram um
extrato com maior teor de flavonoides (10%).

Avaliando a quantificacdo de flavonoides dos extratos obtidos a partir das sementes do
EH de Passiflora edulis Sims, foi constatado teor de 12,4 + 0,014 mg de equivalentes
de quercetina por grama da amostra seca (mMgQE)/g (Tabela 4). Valor um pouco abaixo dos
encontrados normalmente nas folhas das espécies, mas que pode ser explicado pelos fatores
bidticos (temperatura, umidade e exposicdo a luz ultravioleta) que influenciam nos

metabolitos primarios e consequentemente na protecdo do vegetal (INFANTE, 2013).

4.17 Avaliacao do perfil cromatografico do EB-HEtOH de Passiflora edulis Sims através
de CCDC

Apos a eluéncia do EB-HEtOH (extrato bruto hidroalcoolico) em sistema hexano e
acetato de etila (Hex:AcOEt) (80:20) foram verificados a presenca de quatro manchas de
compostos apolares sugestivas para 6leo fixo na fracdo hexano (F-Hex) e para as outras duas
fragdes, diclorometano (F-CH2Cl2) e acetato de etila (F- AcOEt), apenas o surgimento da

aplicacdo ndo desenvolvida retidas na base inferior da placa (Figura 1).
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Figura 1: CCDC do fracionamento do EB-HEtOH das sementes de Passiflora edulis Sims
com hexano e acetato de etila (80:20) revelada com vapores de iodo

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Foi possivel identificar nas fracfes (F-CH2Cl) e (F- AcOEt) a presenca de compostos
fendlicos na placa revelada com FeCls (Figura 2). Obteve-se a purificacdo do surgimento de
uma amostra referente a fracdo (F-CH2Cl2) apos eluicdo em sistema acetato de etila,
cloroférmio e metanol (AcOEt:CHCI3:MeOH) (70:20:10) (Figura 3). Apos essa certificagéo,

providenciou-se o isolamento e a identificacdo desta substancia.

Figura 2: Identificacdo de compostos fendlicos apos aplicacao de FeCls

Compostos fenolicos

Fonte: elaborado pelo autor (2016)
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Figura 3: Cromatograma de composto fenolico obtido da fracdo (F-CH2Cl) a partir da fase
movel AcCOEt:CHCIls: MeOH (70:20:10) através de ESI-IT-MS
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Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

Comparacao cromatografica por CCD do extrato etandlico e de suas fragdes obtidas de
diferentes partes de Passiflora alata Curtis através de fase movel acetato de etila, acetona,
acido aceético e agua (AcOEt: CH3COCH3:CH3COOH:H20) (60:20:10:10) demonstraram que
0 pericarpo e as sementes sdo mais ricos em compostos flavonoidicos quando comparadas
com a polpa e as folhas de Passiflora alata Curtis. A autora relata que os metabdlitos
secundarios mais descritos para o0 género de Passiflora sdo os flavonoides, as saponinas e 0s
alcaloides, sendo a presenca dos alcaloides uma controversa (ALVES, 2013). Os resultados
desta pesquisa corroboram com 0s achados neste estudo para a espécie de Passiflora edulis
Sims onde houve forte presenca de compostos fendlicos com presenca de flavonoides nas
sementes.

As sementes de Passiflora edulis Sims sdo ricas em 6leos que podem ser utilizados
pelas industrias de alimentos e principalmente pela indastria farmacéutica na area de
cosméticos e perfumaria (MARQUES, 2012). De acordo com os dados cromatograficos sobre
a composic¢do quimica do 6leo de Passiflora edulis Sims estudos demonstram que ha grande
guantidade de compostos insaturados 84,53% tendo como acido graxo marjoritario o linoleico
com 66,74% (ALVES, 2013). As analises cromatograficas realizadas nesse estudo
evidenciaram a presenca sugestiva de 6leo fixo a partir da eluéncia em sistema hexano e
acetato de etila (80:20) na F-Hex reveladas com vapores de iodo, resultado que configura o

possivel aparecimento de 6leo nas sementes de Passiflora edulis Sims.
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4.18 Caracterizacdo estrutural do CF obtido da F-CH2Cl: através de LC- ESI-MS"

Com base nos resultados obtidos foi possivel verificar varios picos, dentre eles vale
destacar dois de maior importancia: 297,2 e 265,2 (pico base). O perfil do espectro de massa
do referido composto foi semelhante ao padrdo da molécula de flavonoide correspondente a
seguinte formula C17H140s (Isoflavona). Observou-se que o resultado do pico base seria
justamente a perda do fragmento m/z 32 referente ao grupo metoxila (OCHs3) localizado na
posicdo oito (C-8) como também o fragmento m/z 250,1 resultando da perca de CHz da

metoxila descrita anteriormente conforme Figura 4.

Figura 4: Principais fragmentacfes observadas do CF por ESI-IT-MS" das sementes de
Passiflora edulis Sims
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Fonte: elaborado pelo autor (2016)

As propriedades antimicrobianas tém sido relatadas em diferentes trabalhos cientificos
envolvendo classes de flavonoides. Estudos de Cushnie e Lamb (2011), retratam que a
atividade antimicrobiana do propolis foram atribuidas principalmente aos seus flavonoides
galangina e pinocebrim. No entanto, a maioria das pesquisas estdo apontando maiores
direcionamentos destes na atividade antifungica. Segundo Arif et al. (2009), a atividade
antifungica deve-se provavelmente a capacidade de os flavonoides formar complexos com
proteinas sollveis presentes nas paredes das células fungicas. Salas et al. (2011),
complementa os estudos de Arif et al. (2009), afirmando que a natureza lipofilica de

determinadas classes de flavonoides € capaz de romper a membranas dos fungos.
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A atividade antifngica de diferentes tipos de flavonas purificadas a partir de cinco
plantas medicinais da familia Moraceae foram descritas como potentes antifingicos contra C.
albicans e S. cerevisiae (Arif et al., 2009). Pesquisa realizada Serpa et al. (2012) demonstra a
capacidade antifungica da baicaleina constituinte da flavona Scutellaria baicalensis contra
espécies de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis. Destaca-se também
um papel promissor relativamente ao sinergismo desta flavona com fluconazol contra infe¢es

por Candida.

4.19 Anélise da atividade antioxidante

Todas as diferentes concentragdes avaliadas do EH apresentaram atividade
antioxidante superior quando comparadas com o padrdo de antioxidante trolox (p<0,05). O
EH foi capaz de apresentar potencial antioxidante quinze vezes maior (0,0096 g/mL) na
variavel de concentracdo maxima e seis vezes maior na minima diluicdo (0,0006 g/mL) que o
equivalente trolox (mg/g) pela curva de comparacéao (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antioxidante em diferentes concentragdes do EH das sementes de
Passiflora edulis Sims

Extrato ET
Cv (%)

(9/ml) (mg/g)

0,0096 15699,97 + 238,55a* 1,519443
0,0048 15080,37 + 127,32b* 0,844313
0,0024 14450,27 + 65,58¢c* 0,453847
0,0012 9167,94 + 126,02d* 1,374573
0,0006 6080,46 + 94,515e* 1,554406

ET- equivalente trolox (antioxidante padrdo)/mg/g do extrato; CV- coeficiente de variacdo (%); *médias
seguidas por letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05). Valores
expressos como médias * erro padréao (teste one-way ANOVA), seguido de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

A capacidade de reducdo do radical DPPH pelo EH chegou ao nivel de 87% (9,6
mg/mL) apresentando forte configuracdo no sequestro desse radical para promocdo da
atividade antioxidante (Figura 5). A mudanca de coloragdo do sequestro do radical DPPH em

diferentes concentragdes do EH de Passiflora edulis Sims pode ser verificado na Figura 6.
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Figura 5: Porcentagem de inibicdo do radical DPPH em diferentes concentracGes do EH das
sementes de Passiflora edulis Sims
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Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 6: Reducdo do radical DPPH em diferentes concentracfes do EH das sementes de
Passiflora edulis Sims pela mudanga de coloragdo

LA .

*diferentes concentracdes do EH de Passiflora edulis Sims (mg/mL) sobre a reducdo do radical DPPH
acompanhada pela mudanga de coloracéo do violeta intenso para o amarelo claro.
Fonte: elaborado pelo autor (2016)

A investigacdo da composicdo quimica dos extratos de Passiflora tem demonstrado
que os compostos fendlicos sdo os constituintes marjoritarios da espécie de Passiflora edulis
(PEREIRA et al., 2004). A capacidade dos compostos fendlicos em agir como antioxidante in
vitro deve-se a sua habilidade de doar &tomos de hidrogénio e é dependente de suas estruturas
quimicas (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).
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A capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), foi avaliada a partir do
extrato hidroalcoolico das folhas de P. edulis e P. alata em concentracGes do extrato que
variavam de 0,1, 1 e 10 mg/mL. Verificou-se que ambos 0s extratos apresentaram atividade
antioxidante significativa apenas nas concentragfes de 1 e 10 mg/mL (RUDNICKI et al.,
2007). Concentragdes tdo baixas como 0,6 mg/mL do EH das sementes de Passiflora edulis
Sims promoveram capacidade antioxidante seis vezes maior que o padrdo de equivalente
trolox.

O potencial antioxidante foi observado através de concentracfes de 0,1 mg/mL, 0,2
mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL do extrato hidroalcéolico e aquoso das folhas de Passiflora
edulis Sims e do suco do fruto utilizando hidroxitolueno butilado (BHT) como antioxidante
padrdo. Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcéolico apresentou 1,46 vezes maior
atividade antioxidante em relacdo ao extrato aquoso e o suco promovendo a eliminacdo de
50% dos radicais de DPPH na concentracdo mais baixa de 0,1 mg/mL. Os autores relatam que
o resultado encontrado pode ser atribuido a presenca de flavonoides no extrato hidroalc6olico
que sao capazes de transferir elétrons ao radical DPPH e estabiliza-lo (OSMA et al., 2013).

As analises identificadas nesta pesquisa demonstraram que o EH eliminou 35% do
radical DPPH na concentragédo de 0,6 mg/mL (Figura 6), resultados que diferem da pesquisa
anterior, onde o extrato apresentou melhor inibicdo em concentracdes mais baixas de 0,1
mg/mL, no entanto, deve-se levar em consideracdo os diferentes parametros adotados e a
diferenca dos antioxidantes utilizados como padrdo de comparacdo, solventes e fatores

externos.

4.20 Analise dos testes de estabilidade das formulacbes farmacéuticas

Todas as amostras seguiram um padrdo aceitavel de estabilidade pelo teste primario de
centrifugacdo, nenhum dos produtos avaliados apresentaram quaisquer alteracdes ou mudanca
de fase ap0s trés dias de manipulados (Figura 7).

Figura 7: Teste de estabilidade das preparagdes obtidas do EH de Passiflora edulis Sims pelo
método de centrifugacéo

DEPOIS DEPOIS DEPOIS

solugdo 5% (SMA); gel 5% (GM); sabonete intimo 5% (SIM).
Fonte: elaborado pelo autor (2016)



40

No que diz respeito as caracteristicas sensoriais como cor e odor, 0 EH das sementes
de Passiflora edulis Sims possuiu cor castanho claro fato que explica a coloragéo da solugéo e
o0 do gel em amarelo claro e odor peculiar do maracuja, apenas o sabonete intimo demonstrou
coloracdo mais forte em relacdo ao gel e a solucdo, apresentando fragrancia caracteristica de
Passiflora edulis Sims.

O estudo de estabilidade fornece indicativos sobre o comportamento do produto em
determinado espaco de tempo frente a condi¢cGes ambientais a que este possa esta submetido,
desde a fabricacdo até o término da validade (BRASIL, 2004). Variaveis relacionadas a
formulagdo, ao processo de fabricagdo, ao material de acondicionamento e as condi¢Bes
ambientais e de transporte, assim como 0s constituintes presentes na formulagdo sejam eles
compostos ativos ou ndo, podem influenciar na estabilidade do produto (ISAAC, 2009). Os
extratos vegetais sao incorporados em diferentes preparacfes cosmeéticas e dependendo da
classe quimica de seus ativos, sdo 0s responsaveis pela atividade do produto. Podem ou néo
alterar a forma cosmética e 0 comportamento da preparacdo conforme estudos realizados por
Archondo (2003).

4.21 Avaliacao do controle de qualidade microbiolégico do extrato e das formulacdes

farmacéuticas

Foram avaliados os padrdes de qualidade microbiolégicos do extrato e das
formulagcGes farmacéuticas observando auséncia de contaminantes para o extrato, a solucdo e
0 sabonete intimo. Com excec¢do apenas para o gel onde houve surgimento de colbnias em
meio PCA (Plate Count Agar) e em meio Sabourad através do crescimento sugestivo de fungo
filamentoso Aspergillus spp. valor < 103UFC/mL (Tabela 6).

Tabela 6: Avaliacdo do controle de qualidade microbioldgico do EH e das formulacGes
obtidas das sementes de Passiflora edulis Sims

Parametros Anélis_e Micro-org‘:;mismos Coliformes totais Coliformes Analise flngica
presuntiva heterotréficos termotolerantes
Meio de cultura Lauryl Plate Count Agar Verde brilhante EC caldo Sabourad
Extrato - - - - -
Gel - + - - +
Solucéo - - - - -

Sabonete intimo - - - - -
- auséncia de crescimento microbiano; + presenca de crescimento microbiano
Fonte: elaborado pelo autor (2016)
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Esse resultado pode ser atribuido a exposi¢do do gel no ambiente laboratorial ou pelo
processo de manipulacdo e caracteristica da prépria formulagdo através de seus excipientes.
Considerando que a formulacdo cosmética analisada possui caracteristica aquosa e que
produtos com maior quantidade de agua favorecem o crescimento microbiano, pode-se
presumir que a agua utilizada na formulac&o do gel ou as condi¢Bes de higiene do local da
producdo ou do manipulador constituiram provaveis fontes de contaminacéo.

A avaliacdo da qualidade microbiol6gica é necessaria para determinar a carga
microbiana aceitavel e verificacdo de micro-organismos considerados de risco para 0 usuario
de fitoterapicos. A qualidade microbiol6gica ndo sé de fitoterapicos, mas de medicamentos e
cosmeéticos é definida por padr6es microbianos descritos em compéndios oficiais e normas
regulamentadoras que apresentam limites maximos de presenca de micro-organismos no
produto e dentre esses, auséncia de alguns patdégenos (FREITAS, 2007; YAMAMOTO et al.,
2004). Segundo Pinto, Kanero e Pinto (2015), as plantas medicinais sdo mais propicias a
contaminacdo microbiana e dentre 0s micro-organismos mais encontrados estdo: Penicillium,
Aspergillus, Bacillus e ocasionalmente Staphylococcus spp. e Micrococcus, relata ainda que,
matérias-primas em geral empregadas nas formulacGes cosméticas sdo importantes fontes de
contaminacdo microbiana e por isso devem ser controladas.

Os limites de contaminacdo microbiolégica sdo estipulados pela Farmacopeia
Brasileira para a qualidade microbioldgica de formulagdes fitoterapicas de até < 103UFC/mL
para fungos e 3 x 10> UFC/mL para bactérias (ANVISA, 2010; SILVA et al., 2014). Nesse
estudo pode ser verificado a presenca de crescimento flngico caracteristico de Aspergillus
spp. na formulagio do gel com valor < 10*UFC/mL obedecendo os critérios estabelecidos
pela Farmacopeia Brasileira e auséncia de qualquer contaminante de origem bacteriana no
extrato nas formulacGes, no geral as amostras mantiveram padrfes aceitaveis de controle de
qualidade microbioldgico.

AvaliacBes microbioldgicas realizadas em xampus e cremes condicionadores infantis
por Rosa et al. (2015), demonstrou que nenhuma das amostras analisadas com ou sem a
inativacdo de conservantes, apresentou crescimento de micro-organismos patogénicos. Todas
cumpriram as recomendacdes da Farmacopeia Brasileira e RDC/481/99, entretanto 50% dos
xampus e 30% dos condicionadores apresentaram crescimento de fungos filamentosos e
leveduras ndo patogénicas. Os resultados desta pesquisa corroboram com os achados de Rosa
et al. (2015), pela presencga de fungo filamentoso na formulacdo do gel com inativacdo de

conservantes.
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Em um estudo que objetivou avaliar contaminantes microbiolégicos de produtos
comercializados em farmécia de manipulacdo entre eles: cinco amostras de xaropes, trés
locBes hidratante e um hidratante na forma de emulséo, observou-se que 45,5% das amostras
estudadas apresentaram valores dentro dos limites de controle microbioldgico especificados
pela Farmacopeia. No entanto, 54,5% tiveram seus padrdes de qualidade reprovados com
carga microbiana > 3x102 UFC/mL pela presenca de S. aureus e Salmonella spp. As amostras
que estavam em conformidade com os protocolos farmacopeicos tiveram crescimento de
fungos filamentosos com crescimento de < 103UFC/mL dentre os géneros: Arpergillus,
Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Microsporum, Epidermophyton e Phialophoara
(MEDEIROS, 2010). Assim como o referido estudo, foi possivel verificar presenga de fungo
filamentoso do género Aspergillus no gel analisado e, resultados distintos pela auséncia de

bactérias patogénicas em todas as formulagdes avaliadas na presente pesquisa.

4.22 Analise da atividade antimicrobiana pelas técnicas de perfuracdo e macrodilui¢ao

sobre micro-organismos gram-positivos

Verificou-se a atividade antimicrobiana significativa do EH das sementes de
Passiflora edulis Sims sobre amostras padréo e isolados clinicos de bactérias gram-positivas:
S. aureus ATCC 25923 (9,8 mm), E. faecalis ATCC 29212 (9,76 mm) com menor atividade
inibitéria das amostras padrdo pelo extrato em comparagdo aos seus isolados clinicos de E.
faecalis (10,50 mm) (p<0,001) (Figura 8) e S. aureus (10,17 mm). Houve ainda acdo do
extrato contra S. saprophyticus (9,93mm), S. pyogenes (24,97mm), S. haemolyticus (10,67
mm) e C. diphteriae ATCC 27010 (11,87 mm) (Tabela 7).

Tabela 7: Atividade antimicrobiana in vitro do EH e das formulacbes pela técnica de
perfuracdo em agar sobre micro-organismos gram-positivos de interesse clinico

Micro-organismos Extrato! Gel? Solugdo? CPp3 CN*
S. aureus ATCC 25923 9.8 +016* ] ] 39,60 + 0,30 0
S. aureus 10,17 +0,44* - - 39,60 + 0,30 0
E. faecalis ATCC 29212 9,76 + 0,14* ) ) 19,60 + 0.40 0
E. faecalis 10,50 + 0,33* . . 19,67 +0,33 0
S. saprophyticus 9,93 + 0,06* . ; 34,97 + 0,03 0
S. pyogenes 0

24,97 +0,03* - - 39,83+0,16
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S. haemolyticus 10,67 + 5,3% - - 39,93+ 0,06

C. diphteriae ATCC 27010 11,87 £ 0,06* - - 34,67 0,33 0

*variagdo estatistica do grupo *(mm) em relagcdo ao grupo *(mm) p<0,05; *halo de inibicdo do EH das sementes
de Passiflora edulis Sims 9,6 mg/mL (mm); 2-auséncia de atividade antimicrobiana; *CP-controle positivo-
Cloranfenicol 0,02 mg/mL (mm); “CN- controle negativo, alcool 70% - extrato, base do gel e base da solugdo
(mm). Valores expressos como médias = erro padréo (teste one-way ANOVA), seguido de Tukey.

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 8: Zona de inibicdo do EH das sementes de Passiflora edulis Sims sobre E. faecalis
pela técnica de perfuracdo em agar

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

As andlises de macrodiluicdo confirmaram que 0 extrato apresentou resposta mais
eficaz contra os isolados clinicos de S. aureus e E. faecalis com CBM de 0,6 mg/mL para
ambas as espécies, demonstrando assim melhor agdo para as amostras clinicas em relacéo as
cepas padrdo. Pbde-se observar que diante de bactérias Gram-positivas, além das cepas
referidas anteriormente, 0 EH apresentou atividade antimicrobiana mais expressiva frente as
amostras clinicas de S. saprophyticus e C. diphteriae ATCC 27010 apresentando CIM de 0,3
mg/mL e CBM 1,2 mg/mL (Tabela 8).

Extratos obtidos das folhas de Passiflora edulis Sims, demonstraram maior potencial
antimicrobiano da fracdo cloroférmica sobre S. aureus com maior zona de inibicdo de 10 mm
guando comparado com E.coli, P. aeruginosa e Serratia spp. (JOHNSON; MARIDASS;
IRUDAYARAJ, 2008). A avaliagdo antimicrobiana do EH das sementes de Passiflora edulis

Sims foi significativa para o isolado clinico de S. aureus com formac&o de halo de inibicdo de
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10,17 mm (Tabela 7). Esse resultado demonstra que diferentes fracdes organicas extraidas de
partes diferentes de Passiflora edulis Sims podem provocar atividade antimicrobiana contra S.
aureus.

Pesquisas realizadas constataram a inibicdo de bactérias gram-positivas através da
polpa de Passiflora edulis devido a presenga de uma substancia chamada Passicol, no entanto,
a mesma ndo demonstrou nenhuma inibicdo em relacdo as bactérias Gram-negativas
(NICHOLLS; BIRNER, 1973; MOHANASUNDARI et al.,, 2007). Diferentemente do
presente estudo foi observado a inibicdo tanto de bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas pelo EH de Passiflora edulis Sims.

Ao analisar as formulacdes farmacéuticas testadas, verificou-se que o gel néo
demonstrou eficacia no teste de perfuracdo em 4&gar. Diferentemente, no teste de
macrodiluicdo apresentou melhor acédo, principalmente frente a cepa de C. diphteriae ATCC
27010 com valores representados por CIM de 0,008 mg/mL e CBM de 0,017 mg/mL (Figura
9), sequido de S.aureus ATCC 25923 com a CIM de 0,017 mg/mL e CBM de 0,034 mg/mL
(Tabela 8).

Tabela 8: Analise da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) do EH e das formulacdes sobre bactérias gram-positivas de interesse clinico

Micro-organismos Extrato! Solugéo? Gel® CN*
CIM CBM CIM CIM CBM CIM
S. aureus ATCC 25923 12 2.4 ) ) 0,034 0017 0
S. aureus 12 0.6 ) ) ) ) 0
E. faecalis ATCC 29212 0.6 12 _ _ } _ 0
E. faecalis 03 0,6 . - - - 0
S. saprophyticus 0.3 12 i i . . 0
S. pyogenes 0.6 12 ) ) ) ] 0
S. haemolyticus 06 12 ) ) ) ) 0
C. diphteriae ATCC 27010 0.3 12 ) ) 0,008 0017 0

!CIM e CBM do EH das sementes de Passiflora edulis Sims (mg/mL); 2-auséncia de atividade antimicrobiana da
solucdo 5%; 3CIM e CBM do gel 5%; (mg/mL); “CN-controle negativo, alcool 70% - extrato, base da solugéo e
base do gel.

Fonte: elaborado pelo autor (2016)
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Figura 9: Verificacdo da CIM e CBM das sementes de Passiflora edulis Sims pela técnica de

macrodiluicao sobre C. diphteriae ATCC 27010
F T | = « — poc
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Fonte: elaborado pelo autor (2016)
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4.23 Analise da atividade antimicrobiana pelas técnicas de perfuracédo e macrodiluicéo

sobre micro-organismos gram-negativos

Os resultados demonstraram que o EH apresentou atividade antimicrobiana

significativa contra bactérias Gram-negativas avaliadas independentemente de suas origens.
As amostras de E. coli ATCC 35218 (13,97 mm) e os sorotipos: EAEC 17.2 (14,60 mm) e
EAEC 042 (11,33 mm) exibiram sensibilidade ao EH (Tabela 9). No entanto, o EH

demonstrou maior potencial bactericida frente a amostra EAEC 042, sendo necessario apenas

0,3 mg/mL e 1,2 mg/mL para inibir o crescimento e provocar a morte, respectivamente, da

referida cepa (Figura 10) (Tabela 9).

Tabela 9: Atividade antimicrobiana in vitro do EH e das formulacbes pela técnica de
perfuracdo em agar sobre micro-organismos gram-negativos de interesse clinico

Micro-organismos Extrato! Gel? Solugado? CPp3 CN*
E. coli ATCC 35218 13,97 +2,01* - - 28,90 +0,10 0
EAEC 17.2 14,60 +0,30* - - 22,33+0,33 0
EAEC 042 11,33 + 0,33* - - 15,57 + 0,29 0
K. pneumoniae ATCC

200603 4,93+0,06 - - 40,27 +0,37 0
K. pneumoniae 7.67+033 - - 31,67 £0,66 0
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Salmonella spp.

10,67+0,33* - - 37,33+0,33 0
S. marcescens 11,67 + 0,33* - - 27,97+0,03 0
M. morganii 12,67 £ 0,33* - - 34,67+ 0,88 0
P. aeruginosa ATCC 27853 11,93 + 0,03* - - 21,67 +0,33 0
A. baumannii 15+ 0 57* _ - 39,63+0,31 0

“variacdo estatistica do grupo (mm) em relagdo ao grupo 3(mm) p<0,05; *halo de inibicdo do EH das sementes
de Passiflora edulis Sims 9,6 mg/mL (mm); 2-auséncia de atividade antimicrobiana; *CP-controle positivo-
Cloranfenicol 0,02 mg/mL (mm); “CN- controle negativo, alcool 70% - extrato, base do gel e base da solugéo
(mm). Valores expressos como médias * erro padréo (teste one-way ANOVA), seguido de Tukey

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 10: Zona de inibicdo do EH das sementes de Passiflora edulis Sims sobre EAEC 042
pela técnica de perfuragcdo em agar

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

N&o houve atividade antimicrobiana significativa para a amostra padrdo e isolado
clinico de K. pneumoniae pela técnica em agar (Tabela 8). Entretanto, 0s testes quantitativos
de macrodiluicdo revelaram potencial antimicrobiano do EH contra a amostra clinica de K.
pneumoniae com CIM de 0,6 mg/mL e CBM 1,2 mg/mL (Tabela 9). Também foi possivel
constatar atividade antimicrobiana contra Salmonella spp. (10,67 mm), S. marcecens (11,67
mm), M. morganii (12,67 mm) pela técnica de perfuracdo em agar (Tabela 9).

Do mesmo modo, os representantes dos bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
(BGN-NF) avaliados apresentaram sensibilidade ao EH: A. baumannii (15 mm) e P.
aeruginosa ATCC 27853 (11,93 mm) (Tabela 9). Ressalta-se que dentre todas as amostras de
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bactérias Gram-negativas analisadas o EH teve melhor acdo antimicrobiana contra M.
morganni, quando somente 0,3 mg/mL e 0,6 mg/mL foi necessario para constatar o efeito
inibitério e bactericida, respectivamente (Tabela 10) (Figura 11). Apesar de se verificar
resultados tao significativos com a utilizacdo do EH, nenhuma das formulacdes farmacéuticas
avaliadas apresentaram atividade antimicrobiana sobre os micro-organismos gram-negativos
pelas metodologias aplicadas.

Tabela 10: Andlise da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) do EH e das formulacdes sobre bactérias gram-negativas de interesse clinico

Micro-organismos Extrato! Solucéo? Gel® CN?
CcMm ¢CBM CIM CBM CIM CBM
E. coli ATCC 35218 06 12 - - - - 0
EAEC 17.2 0.6 2.4 ; ] ] ] 0
EAEC 042 0.3 12 ; ] ] ] 0
K. pneumoniae ATCC 700603 24 12 - - - - 0
K. pneumoniae 0.6 1.2 - - - - 0
Salmonella spp. 0.6 12 . - - - 0
S. marcescens 0,3 1,2 - - - - 0
M. morganii 0,3 0,6 . - - - 0
P. aeruginosa ATCC 27853 03 12 - . - - 0
A. baumannii 0,6 1,2 - - - - 0

ICIM e CBM do EH das sementes do Passiflora edulis Sims (mg/mL);2-auséncia de atividade
antimicrobiana;*CN-controle negativo, alcool 70% - extrato, base da solugéo e base do gel.
Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 11: Verificacdo da CIM e CBM das sementes de Passiflora edulis Sims sobre M.
morganii pela técnica de macrodiluicdo
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Fonte: elaborado pelo autor (2016)
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Diferentes avaliagbes antimicrobianas foram realizadas contra isolados clinicos de
E.coli, P. aeruginosa, K. aerogenes e Serratia spp. a partir das folhas de Passiflora edulis
Sims, pela extracdo com diferentes solventes organicos e o extrato etanolico mostrou maior
eficacia sobre todos 0s micro-organismos avaliados contra E. coli com halo de inibicdo de (10
mm) (JOHNSON; MARIDASS; IRUDAYARAJ, 2008). No presente estudo, foi possivel
identificar que o EH das sementes de Passiflora edulis Sims apresentou maior efeito inibitorio
frente as amostras de E. coli avaliadas, obtendo maior halo de inibicdo para o sorotipo EAEC
042 (11,33 mm) (Tabela 9) (Figura 10).

Estudos realizados verificaram o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcéolico
das folhas, caules, casca, polpa e sementes de Passiflora cincinata Mast. contra E. coli através
de combinagdes dos extratos com amicacina, gentamicina, ampicilina, benzilpenicilina e
oxacilina. Os extratos demonstraram aumento do potencial antimicrobiano apresentando
melhores respostas quando combinado com drogas convencionais utilizadas no tratamento de
infecgBes provocadas por E. coli (SIEBRA et al., 2016). Extrato cloroférmico de Passiflora
edulis Sims apresentou maior atividade antimicrobiana contra E. coli e P. aeruginosa com
halos de inibicdo de 11 mm e 12 mm respectivamente, demonstrando forte atividade
antimicrobiana para o grupo de bactérias Gram-negativas especialmente enterobactérias e 0s
BGN-NF (RIPA et al., 2009).

O grupo das enterobactérias especialmente E.coli tem sido extensivamente relatado em
diversos estudos envolvendo as espécies de Passiflora como forte potencial antimicrobiano
para investigacdo de novos farmacos a serem utilizados no tratamento dessas infecgdes. Além
disso, é possivel verificar atividade antimicrobiana frequentemente relatada de extratos
derivados das espécies de Passiflora contra os BGN-NF principalmente para a amostra de P.
aeruginosa.

Apesar de constatar resultados tao significativos com a utilizacdo do EH, nenhuma das
formulagdes farmacéuticas avaliadas apresentaram atividade antimicrobiana sobre os micro-

organismos gram-negativos pelas metodologias aplicadas.

4.24 Analise da atividade antimicrobiana pelas técnicas de perfuracdo e macrodiluicao

sobre fungos de interesse clinico

Verificou-se atividade antifingica expressiva do EH e do sabonete intimo contra
leveduras do género Candida. O isolado clinico de C. tropicalis foi a amostra clinica que

apresentou maior sensibilidade ao EH, apresentando 14,93 mm de diametro na zona de
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inibicdo. Contudo, o resultado mais significativo de acordo com a estatistica foi constatado
diante da espécie C. albicans ao avaliar a eficacia do sabonete intimo, obtendo-se 12,67 mm
de diametro no perfil de sensibilidade, retratando p<0,001 (Tabela 11) (Figura 12).

Tabela 11: Atividade antimicrobiana in vitro do EH e das formulagBes pela técnica de
perfuracdo em agar sobre fungos de interesse clinico

Micro-organismos Extrato! Gel> Solucdo?  Sabonete® Ccp* CN®
C. albicans 13,97+0,03* - - 12,67 £ 088* 19,67 + 0,33 0
C. tropicalis 14,93 +0,03* - - 11,33+£0,66*  2533+033 0
C. parapsilosis } . - - 34,67 £ 0,33 0
C. glabrata 9,93 + 0,06* _ - 9,55 + 0,28* 29,33+ 0,33 0

*variacdo estatistica do grupo *(mm) em relacdo ao grupo “(mm) p<0,05; *halo de inibicdo do EH das sementes
do Passiflora edulis Sims 9,6 mg/mL (mm); 2-auséncia de atividade antimicrobiana; 3halo de inibicdo do
sabonete intimo 5% (mm); “CP-controle positivo-Nistatina 100.000 UI/MI (mm); 3CN- controle negativo, alcool
70% - extrato, base do gel, base da solucdo e base do sabonete intimo (mm). Valores expressos como médias +
erro padrdo (teste one-way ANOVA), seguido de Tukey

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 12: Zona de inibi¢do do EH e do sabonete intimo das sementes de Passiflora edulis

Sims sobre fungos de interesse clinico
P . e - N

B — Sabonete: C. albicans

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Além disso, constatou-se também efeito inibitorio do EH e sabonete intimo contra C.
glabrata e resisténcia da amostra de C. parapsilosis sobre todos os outros produtos avaliados.
N&o se averiguou atividade antifungica do gel e da solu¢do pela técnica de perfuragdo em agar
contra as leveduras analisadas (Tabela 11).

Nos testes de macrodiluicdo com excecdo da solucdo, o extrato, o gel e o sabonete
intimo demonstraram agdo antifingica. A amostra de Candida albicans apresentou maior
sensibilidade ao extrato e a melhor acéo obtida pelo sabonete intimo foi para o isolado clinico
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de C. tropicalis (Figura 13). O gel apresentou maior atividade contra Candida glabrata e a
estirpe de C. parapsilosis apresentou-se novamente resistente (Tabela 12).

Tabela 12: Andlise da Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida
minima (CBM) do EH e das formulacgdes sobre fungos de interesse clinico

Micro- Extrato! Solucéo? Gel3 Sabonete* = CN®
organismos
CiIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
C. albicans 0,3 0,6 - - 0,008 0,008 0,017 0,017 0
C. tropicalis 1,2 2,4 - - 0,008 0,017 0,002 0,008 0
C. parapsilosis - - - - - - - - 0
C. glabrata 0,6 1,2 - - 0,004 0,008 0,008 0,017 0

ICIM e CBM do EH das sementes de Passiflora edulis Sims (mg/mL);%-auséncia de atividade
antimicrobiana;*CIM e CBM do gel 5% (mg/mL); “CIM e CBM do sabonete intimo 5% (mg/mL);CN-controle
negativo, alcool 70% - extrato, base do gel, base da solucéo e base do sabonete intimo.

Fonte: elaborado pelo autor (2016)

Figura 13: Atividade antimicrobiana do EH e do sabonete intimo das sementes de Passiflora

edulis Sims pela técnica de macrodiluicdo sobre fungos de interesse clinico
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Fonte: elaborado pelo autor (2016)

De todos os micro-organismos avaliados por diferentes métodos empregados para
determinar a atividade antimicrobiana do EH e das formula¢Ges farmacéuticas das sementes
de Passiflora edulis Sims, obteve-se melhor resposta para a atividade antifingica, tanto pelo
método de difusdo em meio sélido quanto pela técnica de macrodiluicdo em caldo (Tabela 11
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e Tabela 12). Fato que pode ser explicado pela afinidade de determinadas moléculas quimicas
presentes no EH das sementes de Passiflora edulis Sims terem pela célula fungica.

Proteinas extraidas das sementes do Passiflora edulis Sims reconhecidas como Pfl e
PF2 foram responsaveis por exibir atividades antifingicas contra Fusarium oxyporum,
Colletotrichum musae, Saccharomyces cerevise e Colletotrichum lindemuthianum causando
alteracdes significativas nas hifas capazes de modificar a morfologia da ATPase dos fungos,
além de alterar a permeabilidade da membrana plasmatica (AGIZZIO et al., 2003). Um
estudo comparou as proteinas encontradas em diversas plantas com as proteinas presentes na
semente de Passiflora edulis e demonstraram que diversas proteinas possuem efeitos
antifungicos, porém uma classe é citada em especial, os peptideos de defesa e armazenamento
2S. Demonstrando a existéncia de um novo peptideo 2S, o PE-AFP1, ndo alergénico e efetivo
contra duas bactérias patogénicas, Klebsiella spp. e Proteus spp. No entanto, ndo encontraram
na proteina efeito inibitorio contra C. albicans (PELEGRINI et al., 2006).

Portanto os estudos de Agizzio et al. (2003) e Pelegrini et al. (2006) indicam a
possibilidade de as proteinas do maracuja serem efetivas apenas contra fungos filamentosos.
Esse estudo demonstra maior atividade antifingica do EH das sementes de Passiflora edulis
Sims contra isolados clinicos do género Candida, o que indica possivelmente, que as
substancias responsaveis pelas atividades antimicrobianas podem estar presentes em outros
constituintes da semente como por exemplo nos metabolitos secundarios.

Avaliacdo antimicrobiana do gel contendo extrato das folhas de Musa acuminata em
concentracdes de 1% a 4% contra E.coli e C. albicans mostrou que a formulacdo apresentou
melhor atividade contra C. albicans em todos os niveis de concentragdo com halo de 27 mm
na concentracdo 4%. Os autores relatam que os compostos fendlicos presentes na espécie
sejam supostamente 0s responsaveis pela acdo antifingica (BANKAR; DOLE, 2015). Essa
pesquisa demonstra que o gel obtido do EH das sementes de Passiflora edulis Sims na
concentracdo de 5% demonstrou melhor atividade antimicrobiana contra C. glabrata (Tabela
12) fato que possivelmente pode ser explicado pela forte presenca de alguns compostos
polifendlicos na espécie em estudo.

A ocorréncia de leveduras do género Candida pode ser observada na microbiota
residente humana. C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis podem ser isoladas
das superficies sadias da cavidade bucal, vagina, trato gastrintestinal e regido retal. No
entanto, a condic¢do debilitada do hospedeiro pode levar a processos infecciosos, sendo por
esse motivo denominados de fungos oportunistas. Podem causar tromboflebite, endocardite,

infeccdes oculares ou em qualquer 6rgdo ou tecido quando introduzida por via intravenosa
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(BASSETTI et al., 2006; CAPOOR et al., 2005; LAUPLAND, 2005). C. albicans é
considerada a espécie do género Candida mais frequentemente isolada e a que apresenta
maiores fatores de viruléncia (HARBARTH; SAMORE, 2005; ZOLLNER; JORGE, 2003).
Diante do exposto, foi possivel verificar o potencial antimicrobiano do extrato das
sementes de Passiflora edulis Sims bem como de suas formulagfes farmacéuticas como
proposta viavel no desenvolvimento de novos produtos a serem utilizados no tratamento de
doencas bacterianas e principalmente antifungicas. Dentre as formulacdes farmacéuticas
analisadas o gel e o sabonete intimo obtiveram melhores respostas antimicrobianas para

leveduras do género Candida de todos os micro-organismos analisados.
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5 CONCLUSAO

a)

b)

d)

A triagem fitoquimica do extrato das sementes de Passiflora edulis Sims revelou a
presenca em maior quantidade de compostos fendlicos com teor de polifenois de 480,1
+ 4,833 (mgGA)/g e flavonoides 12,4 £ 0,014 (mgQE)/g do extrato seco.

Os perfis de fragmentacdo do composto fenolico (CF) a partir das analises por LC-
ESI-MS" evidenciaram uma molécula inédita de Isoflavona.

O extrato das sementes de Passiflora edulis Sims foi capaz de apresentar potencial
antioxidante quinze vezes maior (0,0096 g/mL) na variavel de concentra¢cdo maxima e
seis vezes maior na minima titulagcdo (0,0006 g/mL) do que o padrdo de equivalente
trolox (mg/g).

O extrato apresentou maior potencial inibitério quando comparado com as
formulagBes farmacéuticas sobre os micro-organimos avaliados, possuindo melhor
atividade antimicrobiana contra os isolados clinicos de E. faecalis, M. morganii e
Candida albicans. Das formulagdes farmacéuticas o gel apresentou melhor resposta
contra o isolado clinico de C. diphteriae ATCC 27010 e C. glabrata e o sabonete

intimo apresentou melhor acdo contra C. tropicalis.
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