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RESUMO

Introducédo: Passiflora cincinnata Mast (maracuja do mato), pertencente a familia
Passifloraceae é bastante utilizada na fitoterapia, apresentando resisténcia a
doencas e pragas, longevidade, adaptacdo a condicGes climaticas e maior
concentragao de componentes quimicos destinados a industria farmacéutica,
associado a diversas potencialidades, quase inexploradas.

Objetivos: caracterizacdo fitoquimica e a investigacdo da atividade antimicrobiana
e modulatéria dos extratos hidroalcodlicos das partes aéreas secas (folhas, haste,
cascas, polpa e sementes) de Passiflora cincinnata Mast.
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Métodos: os extratos foram preparados por maceracdo em solugdo hidroalcodlica.
Os testes de Concentragao Inibitéria Minima foram realizados pelo método da
diluicdo em caldo frente a linhagem de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e a
atividade moduladora de antibioticos verificada em relagcdo a cepa clinicamente
isolada de Pseudomonas aeruginosa 04, a partir da concentragdo subinibitoria. Os
antibidticos testados foram: amicacina, gentamicina, ampicilina, benzilpenicilina
potdassica e oxacilina. A identificagcdo dos compostos (prospecgao fitoquimica) foi
determinada a partir das mudancas de coloragdo e formacédo de precipitados apds a
adicao de reagentes especificos.

Resultados: os extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana de relevancia
clinica, sendo a concentragdo inibitéria minima sempre maior ou igual a 1024 ug/mL.
Na modulagao de antibidticos, polpa e cascas apresentaram sinergismo, alterando o
fendtipo de P. aeruginosa de resistente para sensivel, ambas quando associadas a
amicacina. O extrato da polpa também potencializou o efeito dos betalactamicos
benzilpenicilina potassica e oxacilina. Caules, sementes e folhas ndo expressaram
atividades modulatérias. A prospeccao fitoquimica qualificou os metabdlitos
secundarios: taninos condensados, flobacénicos, flavonas, flavonondis, flavonais,
xantonas, chalconas, auronas, flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e
alcaldides.

Conclusdes: o efeito combinado dos extratos hidroalcoodlicos da polpa e das cascas
de P. cincinnata Mast. aos antibidticos constitui uma nova possibilidade terapéutica
na elaboragdo de um farmaco com multidrogas.

Palavras-chave: Passiflora cincinnata Mast., atividade antimicrobiana, plantas
medicinais.

ABSTRACT

Introduction: Passiflora cincinnata Mast. (maracuja do mato), of the family
Passifloraceae, is widely used in herbal medicine. This plant is characterized by its
resistance to diseases and pests, longevity, ability to adapt to adverse weather
conditions, and a high concentration of chemical components used by the
pharmaceutical industry and associated to an almost unexplored range of potential
uses.

Objective: characterize the phytochemical composition and evaluate the
antimicrobial and modulatory activity of hydroalcoholic extracts obtained from dry
aerial parts (leaves, stem, peel, pulp and seeds) of Passiflora cincinnata Mast.
Methods: the extracts were prepared by maceration in alcohol solution. Minimum
inhibitory concentration tests were performed by broth dilution against
Pseudomonas aeruginosa strain ATCC15442, whereas modulatory activity of
antibiotics was determined in relation to Pseudomonas aeruginosa strain 04,
clinically isolated by sub-inhibitory concentration. The antibiotics tested were
amikacin, gentamicin, ampicillin, benzylpenicillin potassium and oxacillin.
Photochemical identification was determined by changes in color and the formation
of precipitates.

Results: the extracts did not show any antimicrobial activity of clinical relevance,
their minimum inhibitory concentration always being either greater than or equal to
1 024 pg/mL. The pulp and peel showed synergism with antibiotics, altering the
phenotype of P. aeruginosa, which was transformed from resistant to sensitive
when amikacin was used. The pulp extract potentiated the effect of the beta-lactams
benzylpenicillin potassium and oxacillin. The stems, seeds and leaves did not show
any modulatory activity. Phytochemical exploration identified the following
secondary metabolites: tannins, flobacenes, flavones, flavonols, xanthones,
chalcones, aurones, flavanones, leucoanthocyanidin, catechins and alkaloids.
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Conclusions: the combined effect of hydroalcoholic extracts of P. cincinnata peel
and pulp and antibiotics offers new therapeutic alternatives for the development of
a pharmaceutical product based on multiple drugs.

Key words: Passiflora cincinnata Mast., antimicrobial activity, medicinal plants.

RESUMEN

Introduccion: Passiflora cincinnata Mast. (maracuja do mato) de la familia
Passifloraceae es ampliamente utilizada en la medicina herbal, es resistente a
enfermedades y plagas, y se caracteriza por su longevidad. Capaz de adaptarse a
condiciones climaticas adversas y con gran concentracion de componentes quimicos
utilizados por la industria farmacéutica, asociado a un potencial casi desconocido.
Objetivo: caracterizar la composicidn fitoquimica y evaluar la actividad
antimicrobiana y moduladora de extractos hidroalcohdlicos de las partes aéreas
secas (hojas, tallo, corteza, pulpa y semillas) de Passiflora cincinnata Mast.
Métodos: los extractos se prepararon por maceracion en solucion de alcohol. Las
pruebas de concentracidon inhibitoria minima fueron realizadas por el método de
dilucién en caldo frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 y la
modulacion de la actividad de antibidticos en relacidén con la cepa de Pseudomonas
aeruginosa 04 clinicamente aislado por concentracion sub-inhibitoria. Los
antibidticos que se han probado son: amikacina, gentamicina, ampicilina,
bencilpenicilina potasica y oxacilina. La identificacion fotoquimica fue determinada a
partir de cambios de color y a la formacién de precipitados.

Resultados: los extractos no mostraron actividad antimicrobiana de relevancia clinica,
siendo siempre mayor o igual a la concentracion minima inhibitoria 1024 pg/mL. La
pulpa y la cdscara mostraron sinergismo con antibidticos, alterando el fenotipo de
P. aeruginosa, que paso de resistente a sensible, asociadas con amikacina. El
extracto de pulpa potencié el efecto del beta-lactamicos bencilpenicilina potassica y
oxacilina. Los tallos, las semillas y las hojas no mostraron actividades moduladoras.
La exploracién fitoquimica identifico los siguientes metabolitos secundarios:
taninos, flobacénicos, flavonas, flavonoles, xantonas, chalconas, auronas,
flavanones, leucoantocianidina, catequinas y alcaloides.

Conclusiones: el efecto combinado de extractos hidroalcohdlicos de cascara y
pulpa de P. cincinnata con antibiéticos ofrece nuevas posibilidades terapéuticas en
el desarrollo de un farmaco con multiples drogas.

Palabras clave: Passiflora cincinnata Mast., actividad antimicrobiana, plantas
medicinales.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande diversidade em sua flora, existindo inUmeros estudos
etnobotanicos sobre o uso de espécies vegetais com fins fitoterapicos ha centenas
de anos por comunidades tradicionais no intuito de curar enfermidades variadas.t A
medicina popular por muitas vezes substitue os medicamentos sintéticos sem
nenhuma comprovacao cientifica sobre os seus reais efeitos, associado a pratica
dos costumes populares.?
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Dentre as espécies de vegetais, a familia Passifloraceae é bastante utilizada na
fitoterapia da flora brasileira, destacando entre seus géneros a Passiflora, o qual
pode ser encontrado na Asia, Africa e Américas, incluindo mais de 500 espécies
dispersas na América do Sul, dentre estas 370 sdo exclusivamente encontradas nas
Ameéricas, sendo o género mais encontrado em todo o Brasil, sendo nomeado
popularmente por mais de 120 espécies nativas e localizadas no Brasil.?

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, as espécies deste género sao frequentemente
utilizadas pela populacdo como sedativo e ansiolitico.3-® Além de suas agGes
neurofarmacoldgicas, o cha das folhas também é usado tradicionalmente como
analgésico, anti-espasmadico, anti-asmatico, anti-térmico e anti-inflamatoério.34°

Passiflora cincinnata Mast. € uma das espécies que constam em listas? como ndo
cultivadas, mas que tém oferecido contribuicdes importantes ao melhoramento
genético, por apresentarem resisténcia a doengas ou a pragas, longevidade, maior
adaptacdo a condicBes climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado e
maior concentracdo de componentes quimicos destinados a indUstria farmacéutica e
outras potencialidades, quase todas, ainda inexploradas. O infuso das partes da
planta é indicado no combate de inflamagses, insbnias!! e gripes,!? sendo as folhas
e frutos indicados no tratamento de hipertensao, tosses, inflamagdes e como
calmante.!3:14

Muitas espécies de Passiflora sdo descritas como drogas oficiais em farmacopéias
de varios paises do mundo, incluindo a Passiflora alata Cutis, inserida oficialmente
como fitoterapico da farmacopéia brasileira. Apesar dos extratos do género
Passiflora serem utilizados como alternativa tecnolégica moderna na fabricagdo de
produtos intermediarios da industria farmacéutica,!®> existem poucas investigagoes
a respeito das propriedades farmacoldgicas, como antimicrobianas e quanto a
composicdo fitoquimica da espécie em estudo, a P. cincinnata, justificando a
execucao deste estudo.

Dentre os microorganismos causadores de infeccdo nosocomial em hospitais
brasileiros, a bactéria P. aeruginosa é considerada com uma das principais.'® Por
ser frequente, é responsavel por infecgdes em diversos sitios do corpo humano,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, sendo amplamente distribuida
no meio ambiente e com capacidade de sobreviver por longos periodos em
ambientes adversos, além de desenvolver resisténcia a diversos agentes
antimicrobianos,!”-'® compostos estes, naturais ou sintéticos com efeito de inibir ou
eliminar o crescimento fungos e bactérias.® Alguns metabdlitos secundarios dos
produtos naturais mesmo que, em baixas concentragoes, sao capazes de impedir o
crescimento ou eliminar seletivamente patdgenos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo fitoquimica,
associada a investigacao da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos
das partes aéreas (folhas, haste, cascas, polpa e sementes) de P. cincinnata bem
como a avaliagdo comparativa da atividade modulatéria da associacao
extrato/antibidtico frente a cepa multirresistente de P. aeruginosa 04, uma vez que
esses microrganismos representam uma grande ameaca a saude publica.

METODOS

O material botanico, as folhas, hastes e frutos (casca, polpa e sementes) foram
coletados no municipio de Crato, Ceara, Brasil. A exsicata do vegetal foi depositada
no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do
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Cariri - URCA, Crato, Ceara, Brasil, sob nimero HCDAL 8097, para identificacdo da
espécie.

O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de Farmacologia e
Quimica Molecular - LFQM - URCA, onde foi selecionado de acordo com o grau de
sanidade visual (auséncia de danos mecéanicos e manchas flngicas), lavado e
submetido a secagem natural até que o excesso de umidade fosse extraido. O
material foi manuseado, de acordo com as suas caracteristicas fisicas, sendo
triturado, a fim de aumentar a sua superficie de contato com o material solvente a
ser utilizado no processo de maceracdo. A massa obtida foi submersa em uma
solucdo hidroalcodlica (1:1), por um periodo de 72 h. O extrato foi submetido ao
processo de filtragdo, e em seguida colocado em evaporador rotativo e banho-
maria. Apds este processo, o material foi submetido a etapa de liofilizagdo.?°

A atividade antimicrobiana foi verificada a partir microorganismos catalogados em
colegdes (cepas especificadas) do Laboratdrio de Micologia Clinica da Universidade
Federal da Paraiba, conforme especificado: bactéria (padrdo): Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e bactéria (multirresistente): P. aeruginosa 04. Os
antibidticos utilizados forma das classes dos aminoglicosideos: amicacina e
gentamicina e betalactamicos: ampicilina, benzilpenicilina potassica e oxacilina,
todos com concentracdo inicial de 5000 pg/mL, dissolvidos em agua estéril.

O método utilizado foi o da microdiluicdo em caldo, na concentragdo de 1024 pg/mL
a ser utilizada nos testes. Inicialmente uma aliquota de cada extrato (0,010 g) foi
diluida em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), a fim de se obter concentracao final
de 100 mg/mL, que em seguida foi diluida em agua destilada e estéril. O indculo foi
diluido em BHI 10 %, chegando-se a uma concentracdo de 10> UFC/mL. Foram
distribuidos 100 pL do BHI e indéculo em cada pogo de uma placa contendo 96
pogos, e em seguida, procedeu-se a microdiluicdo seriada com a solugdo de 100 pL
dos extratos, variando nas concentragdes de 512 a 8 ug/mL. As placas foram
levadas a incubadora por 24 horas a 35 °C.%! A revelacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) bacteriana foi feita utilizando-se resazurina. A CIM foi definida como
sendo a menor concentracdo na qual nenhum crescimento foi observado de acordo
com o comité.??

No teste de modulacdo de drogas,?3 as solugdes dos extratos foram testadas a partir de
uma concentragdo sub-inibitéria (MIC/8). Foram distribuidos 100 yL de uma solugao
contendo BHI 10 %, indculo e extratos em cada pogo no sentido alfabético da
placa. Em seguida, 100 uL da droga foi misturado ao primeiro pogo, procedendo a
microdiluicdo em série, numa proporcdo de 1:1 até a penultima cavidade. As
concentracdes de aminoglicosideos e betalactamicos variavam gradualmente de
5000 a 1,22 ug/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C.?! Sendo
revelacao obtida a partir da utilizacdo de resazurina.

A identificagdo dos compostos (prospecgao fitoquimica) que resultam do
metabolismo secundario dos extratos de folhas, hastes, cascas, polpa e sementes
de P.cincinnata foi realizada a partir das mudancas de coloracao e formacao de
precipitados apds a adicdo de reagentes especificos.?°

RESULTADOS

Os extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, cascas, polpa e sementes de P. cincinnata
nao apresentaram atividade antimicrobiana de relevancia clinica contra a cepa
de P. aeruginosa ATCC 15442, sendo a concentragao inibitdria minima sempre
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maior ou igual a 1024 pug/mL. Em relagdo ao potencial modulador de antibidticos,
os extratos demonstraram respostas distintas: polpa e cascas apresentaram
resposta significativa frente ao aminoglicosideo amicacina resultando em
sinergismo, e atualmente alterando o fenétipo de P. aeruginosa de resistente para
sensivel (tabela 1). O extrato da polpa potencializou o efeito dos betalactamicos:
benzilpenicilina potassica e oxacilina, e as partes: caules, sementes e folhas ndo
expressaram atividades modulatérias frente aos aminoglicosideos e betalactdmicos
testados (tabela 1).

Tabela 1. Atividade moduladora dos extratos hidroalcoélicos das folhas, hastes, cascas, polpa e sementes de

Passiflora cincinnata Mast. em combinac3o com amineglicosideos e betalactadmicos

C Fl C Ht C Cc C Pp C st
Amicacina 9,76 9,76 312,5 312,5 | 39,06 < 1,22 | 4,88 1,22 312,5 312,5
Gentamicina 1,22 1,22 312,5 312,5 312,5 312,5 312,5 312,5 312,5 312,5
Ampicilina

312,5 | 312,5 312,5 312,5 | 312,5 312,5 156,25 156,25 312,5 312,5
Benzilpenicilina

. 2500 2500 2500 2500 2500 2500 =>5000 1250 1250 1250

Oxacilina

1250 1250 625 625 625 625 2500 625 2500 2500

C - controle; Fl - extrato das folhas; Ht — extrato das hastes; Cc - extrato das cascas; Pp - extrato da polpa;

St - extrato das sementes

Tabela 2. Classes de matabolitos secundarios identificados nos Extratos
Hidroalcodlicos das folhas, hastes, cascas, polpa e sementes de Passiflora
cincinnata Mast

Classes Folhas | Hastes | Cascas | Polpa | Sementes
Fendis - - - - -
Taninos condensados
Flobacénicos
Taninos hidrolisaveis
Antocianinas
Antocianidinas

+ + + +
+ + + +

Flavonas

Flavonois
Flavononois
Xantonas

Chalconas

Auronas

Flavanonas
Leucoantocianidinas
Catequinas
Alcaloides

++ [+ +
+ 4+ [+ 4+
I I I S IS S I IS

I e I e I S IS I I S I S

(+) - presencga; (-) - ausencia.

324
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2014;19(1):319-328

A prospeccao fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos de P. cincinnata permitiu
qualificar as seguintes classes de metabdlitos secundarios: taninos condensados,
flobacénicos, flavonas, flavonondis, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaldides, como evidenciado na tabela 2.

DISCUSSAO

Os metabdlitos secundarios, por serem fatores de interacdo entre os organismos,
frequentemente apresentam atividades bioldgicas relevantes.?* Estudos referentes a
composicdo quimica de diversas espécies do género Passiflora evidenciam,
principalmente, alcaloides e flavondides como seus principais metabdlitos
secundarios. Entretanto, outras substdncias como saponinas, glicosideos
cianogénicos, esteroides, lignanas, acidos graxos, maltol, aminoacidos e taninos,
sdo citados com frequéncia na literatura.?>26

Os flavondides demonstram a relevancia na composicdo da espécie em estudo,
tendo diversas fungoes atribuidas aos mesmos, como a capacidade de conferir
protecdo a espécie contra insetos, fungos, bactérias e radicais livres,?* fungdes que
colaboram com a caracteristica de muitas espécies ditas silvestres dentro do género
Passiflora (inclusive P. cincinnata), importantes para o controle de qualidade de
fitoterapicos,?’ ao apresentar melhor resisténcia ao ataque de pragas, e maior
facilidade de cultivo.?®

Estudos apontam que os flavondides apresentam atividades relevantes e
diversificadas,?® dentre as quais, a atividade antimicrobiana,3° ocorre
provavelmente devido a sua habilidade de formar complexos com proteinas
sollveis extracelulares e com a parede celular de algumas bactérias, ou ainda ao
carater lipofilico destes ser responsavel pela ruptura da membrana celular dos
microorganismos.31:32

A presenca de compostos fendlicos na composicdo dos extratos da polpa e das
cascas de P. cincinnata, sugere a capacidade mutagénica fenotipica e moduladora
de antibidticos quando testados frente a cepa multirresistente de P. aeruginosa 04.
Sendo os principais mecanismos relacionados com fendtipos multirresistentes de
P. aeruginosa em hospitais brasileiros: a producao de metalobetalactamases, perda
de porina e a superexpressao de bombas de efluxo, explicando os altos indices de
resisténcia a aminoglicosideos. Estas caracteristicas se tornam preocupantes, pela
promocao do impacto clinico, especialmente pela escassez de terapias efetivas no
tratamento de infeccbes por este patdgeno.l®

Portanto, a sugestao de um efeito combinado dos extratos hidroalcoodlicos da polpa
e das cascas de P. cincinnata aos antibioticos com perfil de sensibilidade diminuido
ou mesmo resistente, constitui uma nova possibilidade terapéutica na elaboracdo
de um farmaco com multi-drogas. No entanto sao necessarios estudos fitoquimicos
mais aprofundados no sentido de quantificar/qualificar/isolar os possiveis
metabolitos secundarios envolvidos na conducdo da potencializacdo da atividade da
amicacina, benzilpenicilina potassica e oxacilina.
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