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RESUMO

Passiflora alata Curtis e Passiflora edulis Sims (Passifloraceae), conhecidas como maracujé
doce e azedo, respectivamente, sdo espécies vegetais bastante utilizadas na terapéutica
popular e por industrias alimenticia e farmac€utica. Possuem amplo espectro de atividades
bioldgicas, atribuidas principalmente aos seus metabdlitos secunddrios. Para fins industriais, a
utilizacdo de extratos vegetais requer a padronizacdo, que avalia as varidveis que influenciam
na estabilidade da composi¢do quimica e consequentemente na acao pretendida. Considerando
a necessidade de produtos naturais com atividade antioxidante e de agentes moluscicidas que
contribuam para reducdo da esquistossomose no mundo, este trabalho teve como objetivo
padronizar extratos das folhas de Passiflora edulis; avaliar a composicdo quimica e a
atividade moluscicida de extratos das folhas de Passiflora alata em Biomphalaria glabrata
bem como a toxicidade aos organismos nao-alvo, Artemia salina e Danio rerio. Na revisio de
literatura sobre P. alata e P. edulis sdo reportados a identificacdo e o isolamento de varios
compostos, especialmente das classes dos flavonoides, saponinas, terpenos e glicosideos
cianogénicos; para os extratos de P. alata e P. edulis foram demonstradas diversas atividades
bioldgicas principalmente relacionadas a a¢do sobre o sistema nervoso central; variacdes na
composi¢do quimica e na acdo bioldgica foram observadas entre estudos que empregaram
extratos preparados de formas diferentes; os estudos validam o uso popular e apontam o
potencial tecnolégico destas duas espécies vegetais. No estudo de padronizacdo de extratos
de P. edulis foram empregados trés diferentes métodos extrativos e relagdo droga:solvente,
em seguida os extratos foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos e flavonoides,
atividade antioxidante pelo ensaio in vitro com 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e da
capacidade redutora do ferro (FRAP). O teor de fendlicos variou entre 11,98 e 16,30% e o de
flavonoides entre 2,49 e 4,11%; o extrato que apresentou maior teor de compostos fendlicos e
flavonoides, assim como atividade antioxidante foi o obtido por maceracdo no hidromédulo
1:8. A analise quimica deste extrato revelou a presenca de flavonoides, dos quais seis flavonas
C-glicosiladas e uma flavona O-glicosilada. Os resultados do estudo de avalia¢do da atividade
moluscicida do extrato e fragdes das folhas de P. alata estdo dispostos na terceira parte desta
tese, onde foram obtidos valores de concentracao letal média (CLs) para B. glabrata de 28,6,
14,3 e 8,7 mg L, para o extrato aquoso, fracdo butandlica e fracdo acetato de etila,
respectivamente. De modo geral, as amostras apresentaram baixa toxicidade para A. salina e
D. rerio. Os flavonoides foram identificados em todas as amostras analisadas, € a saponina
quadrangulosideo no extrato aquoso e fracdo butandlica. Como resultado deste trabalho foi
depositado pedido de patente de produto moluscicida a base de extrato vegetal das folhas de
P. alata. Portanto, o estudo de revisao evidenciou a necessidade de realizacdo de estudos de
padronizacdo de extratos de Passiflora; foi demonstrado que o método de extracdo e a relacao
droga:solvente influenciam na obtencdo dos extratos das folhas de P. edulis; os resultados
mostraram pela primeira vez a possibilidade de utilizacdo das folhas de P. alata para
producdo de agentes moluscicidas a serem usados no controle do caramujo B. glabrata,
hospedeiro intermediério do parasita Schistosoma mansoni.

Palavras-chave: Passiflora; planta medicinal; antioxidante; flavonoides; quadrangulosideo;
esquistossomose; toxicidade.
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ABSTRACT

Passiflora alata Curtis and Passiflora edulis Sims (Passifloraceae), known as sweet and sour
passion fruit, respectively, are plant species widely used in folk medicine and by food and
pharmaceutical industries. They have a broad spectrum of biological activities, mainly
attributed to their secondary metabolites. For industrial purposes, the use of plant extracts
requires standardization, which evaluates the variables that influence the stability of the
chemical composition and consequently the desired action. Considering the need of natural
products with antioxidant activity and molluscicidal agents that contribute to the reduction of
schistosomiasis in the world, this work aimed to standardize extracts of the leaves of
Passiflora edulis; to evaluate the chemical composition and molluscicidal activity of
Fassiflora alata leaf extracts in Biomphalaria glabrata as well as the toxicity to non-target
organisms, Artemia salina and Danio rerio. In the review of the literature on P. alata and P.
edulis was reported the identification and isolation of various compounds, especially the
classes of flavonoids, saponins, terpenes and cyanogenic glycosides; for the extracts of P.
alata and P. edulis, several biological activities mainly related to action on the central nervous
system were demonstrated; variations in chemical composition and biological action were
observed among studies that used extracts prepared in different ways; the studies validate the
popular use and point out the technological potential of these two plant species. In the
standardization study of P. edulis extracts was employed three different extractive methods
and drug:solvent ratio, after the extracts were evaluated for the content of phenolic
compounds and flavonoids, antioxidant activity by the in vitro assay with 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and the iron reducing capacity (FRAP). Phenolic content varied
between 11.98 and 16.30% and flavonoid content between 2.49 and 4.11%; the extract with
the highest content of phenolic compounds and flavonoids, as well as antioxidant activity was
obtained by maceration in the 1: 8 hydromodule. Chemical analysis of this extract revealed
the presence of flavonoids, of which six C-glycosylated flavones and one O-glycosylated
flavone. The results of the evaluation of molluscicidal activity of leaf extract and fractions of
P. alata are in third part of this thesis, where median lethal concentrations (LCsp) were
obtained for B. glabrata of 28.6, 14.3 and 8.7 mg L™, for the aqueous extract, butanolic
fraction and ethyl acetate fraction, respectively. In general, the samples showed low toxicity
for A. salina and D. rerio. Flavonoids were identified in all analyzed samples, and the saponin
quadranguloside in the aqueous extract and butanolic fraction. As a result of this work was
filed patent application of molluscicidal product based on plant extract of P. alata leaves.
Therefore, the review study evidenced the need of standardization of Passiflora extracts; it
was demonstrated that the extraction method and the drug:solvent ratio influence the quality
of P. edulis leaves extracts; the results showed for the first time the possibility of using P.
alata leaves for the production of molluscicidal agents to be used in control of B. glabrata
snail, intermediate host of the parasite Schistosoma mansoni.

Keywords: Passiflora; medicinal plant; antioxidant; flavonoids; quadranguloside;
schistosomiasis; toxicity.



1 Introducao

Durante as dltimas décadas foram realizadas muitas pesquisas com plantas usadas na
terapéutica popular. De fato, os produtos naturais continuam a desempenhar um papel
significativo no processo de descoberta e desenvolvimento de drogas, pois uma parte
considerdvel de agentes farmacologicamente ativos recentemente desenvolvidos para as
diversas indicagoes médicas é de origem natural, derivada da natureza ou tem pelo menos
alguma relacdo com compostos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Uma grande quantidade de moléculas oriundas de plantas provém do metabolismo
secundério, sendo responsdveis pela sobrevivéncia dos vegetais em condi¢des ambientais
adversas. O homem aproveita dessas substincias para diversas finalidades, como agentes
flavorizantes, pigmentos, esséncias e farmacos (FACCHINI et al., 2012).

Exemplos de compostos derivados de plantas particularmente relevantes e que se
tornaram indispensdveis para a farmacoterapia sdo o0s agentes anticancerigenos, como
paclitaxel (diterpeno de Taxus spp.), vinblastina e vincristina (alcaloides de Catharanthus
roseus), camptotecina (alcaléide de Camptotheca acuminate) e podofilotoxinas (lignanas de
Podophyllum), bem como os seus derivados semissintéticos (MORAES et al., 2017). Outros
exemplos importantes sdo a galantamina (alcaloide de Galanthus nivalis) usada no tratamento
de doenca de Alzheimer e morfina (alcaloide de Papaver somniferum) usada para tratar dores

agudas e cronicas severas (DIAS et al., 2012).

Portanto, a pesquisa com produtos naturais tem exercido um papel importante para a
ciéncia e sade humana, como referido no trabalho de Shen (2015) intitulado “A New Golden
Age of Natural Products Drug Discovery”, onde ele destaca que as descobertas premiadas
pelo Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina de 2015 servem de inspira¢do e otimismo para
os pesquisadores da drea de produtos naturais em todo o mundo na busca por drogas que
possam trazer a cura para doengas que ndo tem tratamento € mudar a histéria. O prémio foi
concedido a cientistas que direcionaram suas pesquisas a descoberta de moléculas para o
tratamento de doencas tropicais, que afetam as pessoas mais pobres do mundo. Dr. William C.
Campbell e Dr. Satoshi Omura pela identificagdo da avermectina, e Dr. Youyou Tu pela

identificacdo de artemisinina (BANERJEE; BANDOPADHYAY, 2017).



Dentre as abordagens para a selecio de material vegetal na descoberta de novos hits
incluem abordagem aleatéria, etnofarmacolégica, quimiossistemdtica, ecoldgica e
computacional (ATANASOV et al., 2015). Apds a etapa de selecao, os métodos tradicionais,
como o guiado por bioatividade, estdo entre os mais aplicados para descobrir produtos
naturais. Consiste na coleta, extragdo com solventes e parti¢cao liquido-liquido para produzir
fracbes com diferentes polaridades. Se necessdrio, separacdes usando vdrias técnicas
cromatograficas, como cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia,

fornecem compostos biologicamente ativos puros (LI; LOU, 2018).

Com relacdo a escolha dos bioensaios, in vitro e/ou in vivo, esta é determinada pelos
objetivos do estudo, que devem combinar simplicidade, sensibilidade e reprodutibilidade.
Aqueles extratos que exibem atividade biolégica sao submetidos a fracionamento guiado por
bioensaios até os respectivos compostos bioativos serem identificados (ATANASOV et al.,

2015).

Quanto a andlise quimica, a identifica¢do rdpida de compostos conhecidos por estudos
de derreplicacio tem evitado a replicacdo de esforcos anteriores (ZANI; CARROLL, 2017).
Novas informagdes sobre compostos bioativos derivados de plantas tem ocorrido gragas as
contribuicdes de abordagens dmicas em que a metabolomica contribui na determinacio da

diversidade quimica dos metabdlitos (RAl et al., 2017; YOSHIDA, 2019).

Tendo em vista que a matéria-prima dos fitomedicamentos € constituida
majoritariamente por extratos, e estes, por sua vez, de drogas vegetais que podem apresentar
variabilidade na composi¢do, justificam a padronizacdo dos extratos a fim de garantir a
qualidade, seguranca e os efeitos terapéuticos (KLEIN et al., 2010). A padronizagdo avalia
por meio do planejamento fatorial, as varidveis que influenciam na obtencdo deste produto,
como método extrativo, tipo de solvente, relacdo droga:solvente, entre outros (MARQUES,

2005).

Normalmente, a metodologia de avaliacdo destes fatores tem como base o teor de uma
substancia marcadora presente no extrato, indicando a estabilidade dos constituintes quimicos
e a atividade terapéutica (OLIVEIRA et al., 2006). Mas como o extrato é uma mistura
complexa de vérias substancias € adequado o estabelecimento de um perfil quimico das outras

substancias presentes que sejam estaveis no material (BOTT, 2008).



Nosso grupo de pesquisa desenvolve estudos de padronizacdo, andlise fitoquimica e
avaliacdo de atividades bioldgicas de plantas medicinais, incluindo espécies do género
Passiflora, o maior da familia Passifloraceae, de ocorréncia em regides tropicais. No Brasil, a
principal espécie cultivada é Passiflora edulis Sims seguida por Passiflora alata Curtis. Os
frutos sdo utilizados pelos setores alimenticio e cosmético, e as folhas pelo setor farmacéutico
na producao de medicamentos para o tratamento da ansiedade (MORERA et al., 2018).

Sao plantas amplamente usadas na pratica popular, como demonstrado em estudo
etnofarmacoldgico realizado pelo grupo, em que P. edulis foi uma das plantas mais relatadas
pela populagdo para o tratamento de diarreia e disenteria, manifestacdes clinicas tipicas de
giardiase. Este uso foi validado ao verificar que o extrato hidroetandlico das folhas de P.
edulis apresentou forte atividade giardicida, com concentragdo inibitoria média de 75,13
pg/ml (NEIVA et al., 2014).

Em um outro estudo, avaliamos a comercializacdo e controle de qualidade de produtos
a base de folhas de Passiflora spp., e percebemos problemas de autenticidade e a ocorréncia
da substitui¢do das espécies oficiais por outras (GODINHO et al., 2015). Assim, esse projeto
padronizou extratos das folhas da espécie Passiflora edulis Sims, o que resultou no segundo
capitulo desta tese.

Considerando a diversidade da composi¢ao quimica de espécies de Passiflora, foram
investigados extratos e fracdes de P. alata, que apesar de ser cultivada comercialmente, o seu
potencial é menos explorado. Dentre as conhecidas atividades bioldgicas das classes de
metabolitos secunddrios presentes em P. alata tem-se a acao moluscicida (HOSTETTMANN
et al., 1982; LAHLOU, 2004).

Para que um produto natural seja considerado moluscicida, além de apresentar
letalidade aos caramujos em concentracdes inferiores a 100 ppm deve apresentar baixa
toxicidade a outras espécies aqudticas (OMS, 2017). Logo, é importante avaliar a toxicidade
de produtos moluscicidas em organismos nao-alvos, como microcrusticeos e peixes.

No Brasil, a cadeia de produ¢do de maracujd vem se organizando no sentido de
inovagdo do arranjo produtivo para criacdo de novos produtos, de maior valor agregado e
mais aplicagdes, inclusive para fins medicinais (MORERA et al., 2018). Por exemplo, no

mesmo sistema de cultivo do maracujazeiro para producdo dos frutos podem ser obtidas as



folhas durante a poda sem qualquer prejuizo para a produtividade da planta (SILVA et al.,
2004).

As folhas apresentam aplicabilidade e vantagens em termos econdmicos, sociais e
ambientais. Podem ser comercializadas como matéria-prima para diversos fins industriais.
Neste cendrio, hd a geracdo de emprego e renda desde o campo com o aproveitamento das
folhas, até a chegada do produto ao consumidor. Além da contribui¢io positiva para a saide

da populagao por apresentarem propriedades terapéuticas.
Dessa forma, o presente trabalho estd organizado em quatro capitulos:

Capitulo I: Trata de uma revisdo de literatura sobre aspectos quimicos e farmacoldgicos das
espécies Passiflora alata Curtis e Passiflora edulis Sims, que foi submetida a revista Current

Medicinal Chemistry.

Capitulo II: Apresenta resultados do estudo quimico e avaliagdo da atividade antioxidante de
diferentes extratos das folhas de Passiflora edulis Sims e foi publicado no Journal of

Chemical and Pharmaceutical Research.

Capitulo III: Aborda a investigacdo da atividade moluscicida e a toxicidade em Artemia salina
e Danio rerio, de extratos das folhas de Passiflora alata Curtis, e foi submetido

a revista Chemosphere.

Capitulo IV: Consiste na patente de produto moluscicida a base de extrato vegetal.



2 Referencial teorico

2.1 O género Passiflora

A familia Passifloraceae, amplamente distribuidas por todo neotrépico (TROPICOS,
2018), divide-se em duas tribos, Paropsieae DC. e Passiflorieae DC. (ESCOBAR, 1988). Na
América do Sul hi registros somente da tribo Passiflorieae (IMIG, 2013), onde no Brasil
ocorrem quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Mitostemma Mast., Dilkea Mast. e
Passiflora L., presente em todos os estados e em praticamente todas as formacdes
vegetacionais (CERVI et al., 2000; BERNACCI et al., 2015).

O género Passiflora é numericamente o maior género da familia, sendo subdivido em
quatro subgéneros: Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb., Astrophea (DC.)
Mast e Passiflora (MACDOUGAL; FEUILLET, 2004), com cerca de 520 espécies de
distribuicao pantropical (KILLIP, 1938; CERVI, 1997, 2000; MACDOUGAL; FEUILLET,
2004) das quais 150 s@o nativas do Brasil (BERNACCI et al., 2015). Dentre as ja descritas,
Passiflora edulis Sims, Passiflora alata Curtis, Passiflora ligularis Juss. e Passiflora
quadrangularis L. sdo as mais difundidas (MELETTI, 2011).

As espécies de Passiflora sdo popularmente conhecidas como maracujds, podendo
ocorrer variacdes de acordo com a espécie. A palavra maracujd é de origem tupi, e significa
“alimento em forma de cuia”. Na lingua inglesa sdo conhecidos como passion flower, que
significa flor-da-paixdo, devido a correlagdo da morfologia da flor e das folhas com os
simbolos da Paixao de Cristo (FALEIRO et al., 2005).

Sdo plantas escandentes, herbdceas ou lenhosas, expandindo-se geralmente, mediante
gavinhas axilares. Tém caule cilindrico, folhas alternas, pecioladas, simples, inteiras ou
lobadas, nectdrios extraflorais, estipulas setdceas. Flores actinomorfas, andrdginas,
normalmente muito vistosas. Fruto indeiscente, na forma de baga, contendo polpa
mucilaginosa e sementes envolvidas por um arilo mucilaginoso (CERVI, 1997).

Muitas espécies sao cultivadas para uso do fruto na alimentagdo, na sua forma in
natura ou no preparo de sucos, refrescos e sobremesas, como planta ornamental, devido a
beleza das flores, e com propdsito medicinal, em que as folhas sdo empregadas na produgdo
de medicamentos. No Brasil, devido ao amplo uso terapéutico e as comprovadas atividades
farmacoldgicas, as espécies P. alata e P. edulis foram incluidas em bibliografias oficiais,

como na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). No Formulédrio de Fitoterdpicos, ha



indicacao do uso das folhas de P. alata, P. edulis e P. incarnata no preparo de infusdes com
propriedades ansioliticas e sedativas leve (BRASIL, 2011).

Passiflora alata Curtis (Figura 1), conhecida popularmente como maracuji-doce, é
nativa da América do Sul, onde pode ser encontrada no Brasil, Peru, Paraguai e Argentina
(BERNACCI et al., 2003). O seu fruto tem um sabor doce, pronto para o consumo, mas ainda
¢ pouco cultivada quando comparado ao maracujazeiro-azedo. Além do cultivo para
comercializacdo do fruto, a planta é cultivada para fins ornamentais, e para utilizacdo das

folhas em preparagdes farmacéuticas (JUNQUEIRA et al., 2005).

Figura 1. Folhas, flor e frutos de Passiflora alata Curtis.
Fonte: elaborada pela autora.

Passiflora edulis Sims (Figura 2), comumente conhecida como maracuja, maracuja-
azedo ou maracujd-amarelo, ocorre em regides de clima tropical, representando espécie nativa
do Brasil e de ocorréncia em diversos paises das Américas. Ao contrdrio de P. alata o seu

fruto tem o sabor azedo. E uma planta bastante cultivada por seu valor econdmico (CERVI,

1997).

Figura 2. Folhas, flor e frutos de Passiflora edulis Sims.
Fonte: elaborada pela autora.



2.1.1 Cultivo e producdo de Passiflora

O Brasil € considerado o centro da diversidade de espécies do género Passiflora
(CERVI, 2005) e o maior produtor e consumidor de maracujd, detendo cerca de 70% da
producdo mundial (LARANJEIRA, 2004; FALEIRO, et al., 2005; COELHO et al., 2011).
Segundo Faleiro et al. (2005), as espécies P. edulis e P. alata ocupam 90% da area cultivada
de maracuja no mundo. No Brasil, sdo responsdveis por 95% da 4rea plantada (FALEIRO et
al., 2018a).

O destaque no cendrio global deve-se ao fato de o pais possuir condigdes
edafocliméticas ideais para o cultivo do maracujazeiro (PAIVA, 2013). Entre os fatores do
ambiente de maior influéncia para o crescimento e desenvolvimento das plantas de maracuja
estdo a umidade do solo, temperatura, altitude, umidade relativa e a luminosidade. Por ser
uma planta tropical, a intensidade luminosa garante produc¢do abundante de frutos com
qualidade (COSTA et al., 2008).

Um outro fator que propiciou essa posicdo de destaque do pais foi o desenvolvimento
do maracujd nas ultimas décadas. A instalacdo de agroindustrias processadoras de sucos
ocasionou aumento na compra de sucos processados, influenciando no mercado de fruta in
natura. O consistente crescimento da cultura do maracuja nos anos seguintes decorreu do
desempenho das novas dreas de cultivo e da melhoria tecnolégica dos pomares em quase
todos estados brasileiros, resultando no aumento da produtividade (GONCALVES; SOUZA,
2006; FALEIRO et al., 2018a).

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producdo brasileira de maracujd no ano de 2017 foi de 554.598 toneladas, em uma darea
cultivada de 41.090 ha, dos quais 60,9% da produgdo ocorreu na regido Nordeste, liderado
pelo estado da Bahia. Quando se compara a producdo ao longo das décadas percebe-se a
evolucdo da érea cultivada com consequente elevacdo da producdo até o ano de 2010, porém
apos esse periodo observa-se uma discreta queda na producao nacional.

A producido comercial de maracujd, especialmente P. alata e P. incarnata, para
utilizacdo das folhas apresenta alta rentabilidade para o produtor. O sistema de cultivo €
organico e a primeira colheita é realizada em torno de 90 dias apds o plantio, depois as folhas
e ramos secos sao destinados as indudstrias de fitoterdpicos e cosméticos, sendo

comercializados a R$ 10,8 mil a tonelada (CARDOSO, 2016; SNA, 2017).



Em relagdo a produ¢do mundial, o maracujd € cultivado no Equador, Colombia, Peru,
Africa do Sul e Australia. Estima-se que sejam produzidos anualmente em torno de 800 mil
toneladas de maracuja por ano (FALEIRO et al., 2018a). No mercado internacional o
maracuja apresenta uma boa aceitacdo, sendo bastante apreciado por suas caracteristicas
organolépticas JIMENEZ et al., 2011). Os principais mercados consumidores sdo Alemanha
e Holanda, e os principais exportadores de produtos derivados de maracujd, como suco
concentrado e polpa, sao Equador, Colombia e Peru (FURLANETO et al., 2010).

Apesar de no Brasil existir cerca de um terco das espécies do género Passiflora, o
nimero de cultivares comerciais € pequeno, restringindo-se as espécies P. edulis e P. alata
(JESUS et al., 2018). A fim de explorar melhor o potencial desta cultura e contribuir com o
melhoramento genético do maracujazeiro comercial, t€m sido utilizadas espécies silvestres de
Passiflora em programas de hibridagdes (MELETTTI et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2006),
pois estas apresentam vantagens como resisténcia a doencas, longevidade superior,
autocompatibilidade e periodo de florescimento ampliado (JESUS et al., 2018).

Estudos de caracterizagdo fenotipica e de avaliagdo da diversidade genética sdo
necessdrios para quantificar a diversidade existente e definir a clara separacdo entre as
espécies do género Passiflora silvestres e comerciais (OLIVEIRA et al., 2017). Os resultados
destas pesquisas ajudam a subsidiar a utiliza¢do prética dos acessos, fornecendo genes de
interesse para programas de melhoramento genético, como alternativas para diversificacdo
dos sistemas de producdo, e como novos alimentos funcionais para consumo in natura € para
uso como plantas ornamentais e medicinais (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2009; FALEIRO et
al., 2011).

Desta forma, a incorporacdo de caracteristicas interessantes de passifloras silvestres no
maracujazeiro comercial contribuiria para reduzir as perdas na lavoura por conta de pragas,
aumentar a produtividade, reduzir custos com mdao-de-obra para a polinizacdo manual,
possibilitar a producdo de frutos durante o ano todo em regides com condi¢des climéticas
adversas, a ainda melhorar caracteristicas fisicas, quimicas ou sensoriais da polpa do maracuja
para novas opc¢des de mercado, seja como fruta exdtica ou para incrementar propriedades
funcionais (FALEIRO et al., 2011; FALEIRO et al., 2018b).

Como produto de trabalho de melhoramento genético, novas cultivares de maracuja
tem sido lancadas no mercado pela Embrapa Cerrados e parceiros, o que vem se tornando

uma alternativa rentdvel para os produtores, especialmente para os agricultores familiares,



como a cultivar de maracujazeiro silvestre, Passiflora setacea cultivar BRS Pérola do
Cerrado, que apresenta polpa com propriedades funcionais ligadas ao teor de antioxidantes e
sais minerais, podendo ser utilizada para consumo in natura e para fins agroindustriais
(EMBRAPA, 2019).

A adocdo de novas cultivares, de acdes pds-melhoramento, e uso de tecnologias no
sistema de producdo, envolvendo adequadas préticas de manejo, beneficiaria toda a cadeia
produtiva (FALEIRO et al., 2018a). Além disso, o desenvolvimento de tecnologias que
permitam o aproveitamento integral da planta (casca, sementes e partes aéreas) promoveria
novas oportunidades de renda para os segmentos produtivos, e auxiliaria na redugcdo do
desperdicio de alimentos e matérias primas que poderiam estar sendo aproveitados (COSTA

et al., 2018).

2.1.2  Uso popular de Passiflora

As Passiflordceas tém sido utilizadas pelos seres humanos desde a época das antigas
civilizagdes, conforme demonstrado pela descoberta de sementes de Passiflora em sitios
arqueoldgicos na América do Norte e na Amazonia (GREMILLION, 1989; SCHEEL-YBERT
et al., 2010). Existem alguns relatos que descrevem sobre o uso terapéutico de Passiflora por
povos do continente americano. O registro mais antigo é de 1569, quando missiondrios
espanhdis estiveram no Peru e encontraram uma planta que posteriormente foi identificada
como P. incarnata (DER MARDEROSIAN, 2004).

Ap6s ser levado para a Europa, o maracujd passou a ser cultivado e introduzido como
planta medicinal e em medicamentos homeopdéticos para tratar sintomas leves de estresse
mental, ansiedade e distirbios do sono. O uso popular estd documentado em uma série de
livros publicados ao longo de anos, e oficialmente incluida nas farmacopeias francesa, alema,
suica e britanica, bem como nas farmacopeias homeopdticas alema e americana (MIRODDI et
al., 2013).

Além do difundido consumo dos frutos na alimentacdo, as outras partes da planta sao
empregadas na pratica popular de diferentes regides do mundo, com finalidade terapéutica.
Apresenta uso como sedativo, diurético, anti-helmintico, antidiarreico, antitumoral, anti-
hemorroidério, tonico para hipertensdo e no tratamento de doencas da pele e sintomas

relacionados a menopausa (CHOPRA et al., 1956; KIRTIKAR; BASU, 1975; CERVI, 1997).
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Na India, o extrato de folhas frescas é usado para o tratamento de disenteria,
hipertensdo (JAMIR et al., 1999), e da dependéncia a morfina (INGALE; HIVRALE, 2010).
No Peru, o suco do maracuja é usado para tratar infecgdes urindrias e como sedativo leve
(TAYLOR, 2005). Na Polo6nia, tem sido prescrita para histeria e neurastenia. Na Turquia, para
dismenorreia, epilepsia, insonia, neurose e neuralgia (TAYLOR, 1996). Na Argentina e no
México, € consumido por seus efeitos sedativos (RODRIGUEZ-FRAGOSO, et al., 2008). Na
América do Norte, para o tratamento de diarréia, sindrome pré-menstrual, dismenorréia,
neuralgia, queimaduras e como analgésico (DHAWAN et al., 2004). Em paises africanos é
empregado como remédio natural devido seus efeitos sedativo, antiespasmoédico e analgésico
(NEUWINGER, 2000).

No Brasil, o maracujd esta entre os grupos vegetais mais utilizados pela populacio
brasileira com finalidades terapéuticas (CARLINI, 2003). Os frutos de P. edulis sao
consumidos para aliviar a constipa¢do, como estimulante digestivo e sedativo. O chd das
folhas como calmante, sedativo e antiespasmdédico (LORENZI; MATOS, 2008). O mesocarpo
do fruto seco e pulverizado € utilizado para tratar diabetes (AGRA et al., 2007). A raiz e as
sementes sdao anti-helminticas (CERVI, 1997). As folhas e caules de P. alata sdo usados como
tranquilizante, e as sementes trituradas como anti-helmintico (BRAGA; JUNQUEIRA, 2000).
A infusdo das folhas para o tratamento da ansiedade, espasmos e nervosismo (SOARES et al.,
2004). H4 relatos de uso de todas as partes da planta, principalmente das folhas, para tratar
pressdo alta, problemas do coracdo, como calmante, sedativa e contra a insOnia
(VENDRUSCOLO et al., 2005)

O emprego do maracujd também se dd como componente ativo de fitoterdpicos,
separadamente ou em formulacdes compostas com outras espécies vegetais, na forma de
comprimidos, tinturas, xaropes e solucdes, indicadas principalmente para tratamento de
insonia, distirbios do sono e ansiedade. De Paris et al. (2002) comprovaram as propriedades
ansioliticas das folhas secas das trés espécies mais usadas, P. incarnata, P. alata e P. edulis.

Dentre os medicamentos fitoterdpicos derivados de Passiflora, o Pasalix®
(Laboratério Marjan) e o Passiflorine® (Laboratério Millet Roux), obtidos das folhas de P.
incarnata, sdo os mais comercializados, e mantem posi¢cdo de destaque no indice de
medicamentos fitoterdpicos mais prescritos em receitas médicas (FREITAS, 2006).

Por serem espécies vegetais bastante empregadas na terapéutica popular,

principalmente P. incarnata, P. edulis e P. alata, sao muito estudadas quanto a composi¢ao
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quimica e as propriedades farmacoldgicas. Além disso, as trés referidas espécies estao
incluidas na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais do Sistema Unico de Satide (RENISUS),
por apresentarem potencial para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos de interesse
para a satide publica (BRASIL, 2009).

Os primeiros estudos de investigacdo das atividades farmacoldgicas referenciadas pelo
uso popular de espécies de Passiflora ocorreram na década de 70. Os autores associaram a
acdo tranquilizante observada a presenca de alcaloides inddlicos do tipo harmano
(LUTOMSKI et al., 1975). Ao longo do tempo os estudos passaram a ser direcionados
principalmente para a pesquisa de flavonoides, sendo atribuidas a essa classe de compostos a
atividade ansiolitica (SAKALEM et al., 2012) e anti-inflamatéria (ZUCOLOTTO et al.,
2012).

Embora as substincias de interesse farmac€utico mais estudadas no género Passiflora
sejam os flavonoides e os alcaloides, estudos relatam a presenca de outros fitoconstituintes,
como glicosideos cianogénicos, saponinas, dcidos graxos e compostos voldteis, que variam
conforme a espécie e a parte da planta (DHAWAN et al., 2004).

Mais detalhes sobre a composi¢do quimica, assim como as atividades bioldgicas de

Passiflora, com énfase nas espécies P. alata e P. edulis sao apresentados no Capitulo L.

2.2 Padronizagdo e prospeccao de extratos de Passiflora alata e Passiflora edulis

Diante do potencial de espécies de Passiflora no desenvolvimento de bioprodutos, da
caracterizacdo quimica ja realizada at¢é o momento, da validagdo das atividades
farmacoldgicas, da necessidade de aproveitar integralmente a planta, e ainda, da inclusio de
P. alata e P. edulis na RENISUS, € necessério a realizagao de estudos de padroniza¢cdo com
estas espécies.

Nesse contexto, uma opg¢ao seria a utilizagao de diferentes partes das plantas, como as
folhas, para o desenvolvimento de produtos com aplicagdo na drea da saude. Para que
industria farmacéutica empregue as folhas de maracuja na elaboragdo de produtos bioativos, é
necessario que as etapas de producdo sejam devidamente controladas e padronizadas a fim de
garantir o cumprimento de critérios de qualidade, eficécia e seguranca.

Os estudos de padronizacdo avaliam a influéncia das variaveis das etapas operacionais

na estabilidade dos constituintes quimicos e atividades biologicas (SOUZA et al., 2007;
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NEIVA et al., 2011; NORIEGA et al., 2012). A padroniza¢do pode ser fundamentada na
determinacdo de perfil quimico do extrato, e na identificacdo das substancias quimicas,
denominadas de marcadores, relacionando a composi¢ao aos efeitos terap€uticos (NEIVA et
al., 2011).

Diversos autores revelaram a presenca de flavonoides em extratos das folhas de P.
alata e P. edulis, principalmente da classe das flavonas C-glicosiladas, derivadas de apigenina
e luteolina (FERRERES et al., 2007; ZUCOLOTTO et al., 2012; FARAG et al., 2016;
GOMES et al., 2017) (Figura 3).

Figura 3. Estruturas da apigenina (A) e luteolina (B).

De fato, os flavonoides sdo considerados os melhores marcadores quimicos de
controle de qualidade de matéria-prima e fitoterapicos de Passiflora (BOKSTALLER;
SCHMIDT, 1997). Como cada espécie tem seu préprio perfil fitoquimico, é imprescindivel a
distin¢do inequivoca entre elas (PEREIRA et al., 2004). A investigacdo de flavonoides em
Passiflora segue as etapas comuns do estudo fitoquimico, onde o material vegetal €
submetido a secagem, moagem, extracdo e por fim andlise da composicio quimica
(STALIKAS, 2007).

Quanto a analise dos flavonoides, diversas técnicas sdo descritas na literatura, das mais
baratas e mais simples para implantagdo na rotina analitica, como a espectrofotometria no
ultravioleta, método oficial na Farmacopeia Brasileira, a técnicas mais sofisticadas e de
escolha para a separacdo e caracterizagdo de compostos fendlicos, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CHABARIBERI et al., 2009).

Silva e Bottoli (2015) ao revisarem as técnicas analiticas usadas para a avaliagdo dos
compostos presentes nas diferentes partes da planta de espécies de Passiflora verificaram que
para determinagdo de fingerprint a cromatografia em camada delgada (CCD) tem sido usada

com sucesso. Para a andlise quantitativa a escolha tem sido CLAE acoplada a diversos tipos
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de detectores, os mais usados sdo ultravioleta/visivel (UV/Vis), por arranjo de diodos (DAD)
e por espectrometria de massas (EM/EM). Como fase estaciondria normalmente sdo usadas
colunas do tipo C18, e fases mdveis compostas de acetonitrila, metanol e dgua acidificada.

A espécie P. alata apresenta em sua composicdo uma saponina denominada
quadrangulosideo como componente majoritirio, em um teor que corresponde a 8,2% (m/m)
das folhas secas (REGINATTO et al., 2004). A presenca de saponinas € restrita a poucas
espécies de Passiflora, portanto essa molécula também poderia ser usada como marcador
(BIRK et al., 2005; COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016).

Os principais métodos empregados para anélise de saponinas em extrato sio CLAE e
CCD (CHEOK et al., 2014). Birk et al. (2005) caracterizaram o perfil de saponinas de P. alata
por CCD. Reginatto et al. (2004) usaram CLAE com detector de ultravioleta para quantificar
quadrangulosideo no extrato aquoso das folhas de P. alata. Enquanto Costa et al. (2013)
analisaram as saponinas de P. alata por CLAE acoplada a detector de arranjo de diodos.

Com relacdo as propriedades farmacoldgicas, a comprovacao e validacdo dos efeitos
ansiolitico e sedativo de extratos de Passiflora favoreceu a producdo de medicamentos para
estas finalidades. Para além destas indicacdes, estudos recentes tém demonstrado a
possibilidade de utilizacdo de P. alata e P. edulis na elaboracdo de medicamentos para o
tratamento de outras patologias.

O conhecimento da composi¢do quimica de extratos possibilita fazer uma correlacao
com a atividade bioldgica. Os flavonoides, por exemplo, apresentam ac¢do antioxidante,
antiproliferativa, antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiviral e antifingica
(SINGH et al., 2014). As saponinas encontram vdrias aplicacdes farmacoldgicas, como
imunoadjuvante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, inseticida (DE COSTA et al., 2011) e
moluscicida (HOSTETTMANN et al., 1982; LAHLOU, 2004).

Agentes moluscicidas de origem natural tem sido pesquisados para promover a
reducdo dos casos de esquistossomose em todo o mundo. Apesar da eficiéncia dos
moluscicidas sintéticos existentes, o alto custo de aplicag@o e os impactos negativos ao meio-
ambiente, desestimularam a utilizacio destes produtos em campanhas de controle da
esquistossomose, apontando para a necessidade do desenvolvimento de produtos que
superassem essas desvantagens (CANTANHEDE et al., 2010). Desta forma, extratos vegetais
de Passiflora poderiam contribuir com novos e efetivos agentes moluscicidas de interesse

industrial.
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2.3 Esquistossomose mansonica

A esquistossomose ¢ uma doenga infecciosa tropical causada por helmintos do género
Schistosoma (REY, 2008), que sdo vermes que t€ém sexos separados e habitam o plexo
venoso mesentérico (Schistosoma mansoni) ou o plexo vesical (Schistosoma hematobium)
onde alimentam-se de sangue e regurgitam o que nao € aproveitdvel no sangue do hospedeiro,

sendo conhecidos no inglés como blood flukes (Figura 4) (GRYSEELS et al., 2006).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni.
Fonte: Carvalho et al. (2008).
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No Brasil, a doenga ¢ causada pela espécie S. mansoni, sendo conhecida popularmente
por xistossomose, xistosa, doenca dos caramujos, ou “barriga d’agua”, devido a ascite que
acompanha as formas mais graves, com fibrose hepatica (REY, 2008). A distribui¢ao
geografica da doenca estd condicionada a presenca de caramujos do género Biomphalaria,
hospedeiro intermedidrio mais suscetivel ao helminto, que apresenta altas taxas de infec¢do e
eficiéncia de transmissdo (SCHOLTE et al., 2012).

As fémeas de S. mansoni produzem centenas de ovos por dia, que ao serem eliminados
pelas fezes do hospedeiro definitivo infectado, podem contaminar a 4gua e eclodirem como
miracidios. Ao infectar o caramujo Biomphalaria, os miracidios reproduzem-se
assexuadamente para produzir cercarias. As pessoas ficam expostas quando praticam alguma
atividade aquatica, e as cercdrias penetram a pele do hospedeiro definitivo, migram pelo
sangue até o figado onde se transformam em vermes adultos (GRYSEELS et al., 2006).

Apesar do homem ser o principal hospedeiro, S. mansoni pode infectar outros animais,
como roedores silvestres dos gé€neros Holochilus e Nectomys, que habitam ambientes
semiaqudticos e peridomicilares. Estes animais sdo capazes de estabelecer infec¢ao produtiva,
funcionando como um reservatorio natural de S. mansoni, logo a importancia epidemioldgica
deles na transmissdao da esquistossomose requer pesquisas adicionais (LIRA et al., 2016;
MIRANDA et al., 2016; MIRANDA et al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose afeta
mais de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo, especialmente na Africa, Oriente Médio,
América do Sul e Caribe (Figura 5) (OMS, 2017). Dentre as doengas causadas por helmintos
humanos € a mais importante em termos de morbidade e mortalidade (HOTEZ et al., 2010), e
a doenga parasitdria mais comum depois da maléria, matando cerca de 280.000 pessoas por
ano. Em 2015 pelo menos 218 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento preventivo para
a esquistossomose, € mais de 66,5 milhdes de pessoas teriam sido tratadas (OMS, 2017a).

A esquistossomose, assim como outras doencas negligenciadas, ¢ uma doenca da
pobreza, em que o acesso limitado a agua limpa e ao saneamento contribuem para a
propagacio da doenca e para a perpetuacdo da condi¢do de miséria em uma dinamica circular.
A infeccdo exerce impacto significativo em multiplas dimensdes do desempenho humano
tanto na infancia quanto na vida adulta, e no desenvolvimento econdmico de muitos paises

(KING; DANGERFIELD-CHA, 2008; FIOCRUZ, 2012). King (2010) demonstrou uma forte
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sobreposicdo da distribuicio mundial da pobreza e da esquistossomose, incluindo o Brasil

nessa perspectiva.

8O0
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[ High (prevalence = 50%) [ Countries requiring evaluation of schistosomiasis status U %L
in order to verify if interruption of transmission has been achieved

[ Moderate (prevalence 10%-49%) g %
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[] Not applicable

Figura 5. Distribui¢do geografica da esquistossomose no mundo em 2012.
Fonte: Organiza¢ao Mundial de Satde (2014).

Estima-se que no Brasil existem cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivendo em locais
com risco de contrair a doenga. No ano de 2017 foram confirmados e notificados no Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo 21.962 casos de esquistossomose em dreas
endémicas e 3.836 casos em dreas ndo-endémicas. As dreas endémicas abrangem alguns
estados da regido nordeste e os estados do Espirito Santo e Minas Gerais (Figura 6) (BRASIL,
2019). As regides mais afetadas sdo aquelas caracterizadas por apresentarem condigdes
precdrias ou inexistentes de saneamento bdsico, pobreza e baixos niveis de escolaridade
(TIBIRICA et al., 2011).

Estas condi¢des sdo comuns em muitas cidades do estado do Maranhdo, o que
potencialmente favorece a manutencdo de “criadouros artificiais” de caramujos hospedeiros
infectados por S. mansoni. No estado, o percentual de positividade dos exames para
esquistossomose foi de 2,73% em 2016. As cidades com maiores indices de positividade sdao

Pago do Lumiar, Bacuri, Palmeirandia, Apicum-Acu, Sao Bento e Mirinzal (BRASIL, 2017).
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Figura 6. Distribuicao da esquistossomose na drea endémica, por faixa de positividade, por
municipio. Brasil, 2009 — 2017.
Fonte: SISPCE/SVS/MS, 2019.

Na capital maranhense, hé locais proximos as residéncias onde ocorre o acimulo de
dgua e esgoto abrigando numerosas quantidades do caramujo (MIRANDA et al., 2016). David
et al. (2018) coletaram em Sao Luis, no periodo entre 2012 e 2014, 2.487 caramujos, dos
quais 1.046 eram espécimes de Biomphalaria glabrata. Os autores observaram existir uma
relacdo entre a alta densidade de ocupacdo e alta precipitacdo com a expansdo e densidade das
populacdes de Biomphalaria spp.

Portanto, a distribui¢do focal (prevaléncia altamente varidvel e intensidade da
infeccdo, mesmo dentro de uma pequena drea) é uma das principais caracteristicas
epidemioldgicas da esquistossomose, que € influenciada pela interacdo humana, presenga do
hospedeiro intermediério e padrao de contato do homem com a dgua. A falta de acesso a dgua
limpa, falta de saneamento e higiene e atividades envolvendo contato com a dgua, seja com
finalidade doméstica, recreativa ou profissional, colocam pessoas de todas as faixas etdrias e

classes sociais em risco de infeccdo pelo esquistossomo (GRIMES et al., 2014).
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A infec¢do humana por S. mansoni costuma ser, na maioria das vezes, assintomatica
ou oligossintomatica; mas pode produzir alteragdes de carater e gravidade bastante variavel,
imprimindo a essa doenga grande polimorfismo e prognostico incerto (REY, 2008). A
progressdo da infec¢do pode ser dividida em trés estdgios influenciados pela duracdo da
infeccdo no individuo: aguda, ativa estabelecida e infeccdo cronica tardia. Estas fases diferem
nas taxas de excrecdo de ovos nas fezes bem como nas manifestacdes clinicas e sintomas
(MCMANUS et al., 2018).

Na fase aguda inicial, a penetracdo das cercdrias provoca exantema, prurido e outras
manifestagdes alérgicas locais. Apos penetragdo bem-sucedida das cercdrias e maturacdo dos
esquistossomulos, a infeccdo pode prosseguir para um estigio agudo sintomdtico, também
conhecido como Febre de Katayama. Os sintomas s3o causados por reacdes de
hipersensibilidade sistémica e formacdo de complexos imunes em resposta aos antigenos
liberados durante a migracdo dos esquistossomulos ou inicio da deposi¢do de ovos. Na
maioria dos casos, especialmente em pessoas que vivem em dreas endémicas a fase aguda
sintomadtica nio € observada e a doenca atinge um estagio de infeccdo ativa estabelecida, com
vermes adultos maduros e producdo de ovos bem estabelecida. Esta etapa € caracterizada pela
excrecdo de ovos nas fezes. Os principais sintomas e lesdes sdo causados por respostas
inflamatdrias contra os ovos dos parasitas. J& na fase cronica a lesdo tipica e o elemento
anatomopatoldgico basico € o granuloma que se forma em torno dos ovos do parasito, o que
demonstra a importancia do ovo como agente patogénico, superando os efeitos nocivos
produzidos diretamente pelos vermes adultos (REY, 2008; MCMANUS et al., 2018).

Diante da gravidade da doenca, que pode levar a um acentuado déficit organico e
resultar em invalidez ou morte, a esquistossomose ¢ considerada um dos mais sérios
problemas de satde publica, em escala mundial, e pesado fardo para as populagdes que vivem
em areas endémicas (REY, 2008). Comparada a outras doengas tropicais negligenciadas como
maldria e tuberculose, a esquistossomose continua a ser um problema verdadeiramente
negligenciado (UTZINGER et al., 2011).

O contexto socio-ecoldgico no qual a esquistossomose estd inserida, bem como o
alcance em dreas anteriormente ndo endémicas devido a transformagdes ecoldgicas e de
engenharia, tem ocasionado a manutencao ou até mesmo o aumento da prevaléncia da doenga
em todo mundo. Por esta razdo as discussodes e os esfor¢os sobre estratégias de como controlar

e eliminar a doenca persistem (ROLLINSON et al., 2013).
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Uma das primeiras a¢des para o controle da esquistossomose aconteceu no Egito, na
década de 1920, com campanhas de tratamento em massa em adultos usando tartaro emético
intravenoso. Seguido por uma estratégia que incluia o tratamento quimioterdpico e o controle
de caramujo (INOBAYA et al., 2014).

Desde a década de 50 a OMS tem elaborado diretrizes para o controle da
esquistossomose em todo o mundo. Ao longo do tempo as prioridades foram sofrendo
mudancas com base nos resultados que foram sendo alcancados. Dentre as principais
estratégias de controle que foram recomendadas estdo o controle de transmissdo, de
morbidade, do caramujo, controle quimioterdpico seletivo e controle quimioterdpico dirigido
aos grupos mais vulnerdveis (BARBOSA et al., 2008).

Em 2001, a Assembleia Mundial da Saude (WHA) aprovou a resolucdo WHA 54.19,
em que a estratégia global enfatizava a ampliacdo global da administracdo em massa de
medicamentos para controle da morbidade da esquistossomose. Essa resolucdo estabeleceu
uma meta de em até 2010 alcancar 75% a 100% de cobertura de quimioterapia para criangas
em idade escolar (entre 5 e 14 anos) em risco de morbidade (OMS, 2001).

Passados mais de dez anos da aprovagdo da resolucdo, observou-se durante a 65*
Assembléia Mundial da Sadde que essa meta ndao havia sido alcangada. Entdo, foram
solicitadas as seguintes condutas a todos os paises endémicos para a esquistossomose: (1) dar
importancia a prevencdo e controle da esquistossomose, analisar e desenvolver planos
aplicadveis com metas progressivas, intensificar as intervencdes de controle e fortalecer a
vigilancia; (2) aproveitar ao maximo os programas de melhoria do meio ambiente, a fim de
reduzir a transmissdo da esquistossomose e acelerar a eliminacdo do hospedeiro
intermedidrio; (3) assegurar o fornecimento de medicamentos essenciais (WHA, 2012).

Apesar do insucesso da meta, muitos paises endémicos intensificaram suas acdes de
controle para obter redugdes significativas na transmissdo, como China (SUN et al., 2017),
Egito (ABOU-EL-NAGA, 2018) e Marrocos (AMARIR et al., 2011). Os programas nacionais
destes paises tém combinado o controle de caramujos através do uso de moluscicidas ou
gestdo ambiental e uso em larga escala de praziquantel.

Uma reunido de esfor¢cos da OMS, paises parceiros e fundagdes tem sido feita para a
eliminacdo desta doenca. Lo et al. (2017) propuseram uma chamada imediata para fortalecer a
estratégia global para eliminag@o da doenca. Savioli et al. (2017) destacaram a necessidade de

abordar o problema de eliminagdo da esquistossomose, € a0 mesmo tempo unir forcas para
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lutar contra a desigualdade e pobreza rural. Os autores entdo apresentaram a criacdo da
Alianca Global contra a Esquistossomose (GSA).

Por ser uma doenga com forte determinacio social, cultural e bioldgica, o controle da
esquistossomose deve agir sobre as causas que mantém a estrutura epidemioldgica, por meio
de politicas publicas que priorizem a melhoria das condi¢des de vida e de saide das
populacdes atingidas pela doenca. Como também intervir em acdes curativas nos doentes ou
intervengdes emergenciais no meio ambiente, que sdo necessdrias para minimizar o agravo da
doenca nos individuos (BARBOSA et al., 2008).

Para o tratamento dos doentes o Unico medicamento recomendado pela OMS nos
programas de administracdo em massa de medicamentos é o praziquantel, que tem um
historico de uso de mais de 40 anos. Ensaios clinicos randomizados mostraram que
praziquantel € seguro e eficaz contra vermes adultos de todos as espécies de Schistosoma. O
praziquantel induz contra¢des tetdnicas nos parasitas e o aparecimento de vacuolos
tegumentares, resultando em danos superficiais que fazem com que os vermes adultos se
desprendam das paredes dos vasos e morram. Pressupde-se que ao ficarem expostos, 0s
antigenos dos vermes sdo reconhecidos pelos anticorpos do hospedeiro, o que contribui para a
eficacia do medicamento (DOENHOFF et al., 2008; MCMANUS et al., 2018).

No entanto, o praziquantel ndo tem efeito sobre alguns estidgios de desenvolvimento
do parasita, e ndo € capaz de prevenir a reinfeccdo. H4 relatos de infeccodes refratdrias ao
tratamento com este farmaco em areas onde ha uso intenso do farmaco. Adicionalmente,
existe uma real preocupagdo com o desenvolvimento de ampla resisténcia a0 medicamento
(DOENHOFEF et al., 2008; CRELLEN et al., 2016).

Desta forma, a identificacdio de novas alternativas terap€uticas contra a
esquistossomose tem sido impulsionada. Esta busca inclui formulagdes aperfeicoadas de
praziquantel, testes com compostos naturais, descoberta de farmacos baseada no alvo, ou uso
de compostos comercializados para outras indicagcdes (BERGQUIST et al., 2017).

Uma importante opcdo para reducdo dos casos de esquistossomose € baseada na
interrupcdo da transmissdo, que consiste na reducdo ou eliminacdo do caramujo pela
utilizacdo de substancias quimicas, organismos predadores ou eliminag¢do de criadouros
através de alteragdes no ambiente (KING; BERTSCH, 2015). A reducdo do nimero de

caramujos infectados nos locais onde as pessoas entram em contato com a dgua poderia
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reduzir substancialmente a frequéncia de exposi¢do e, portanto, de reinfeccao (KING et al.,
2015).

Um estudo de avaliagdo das estratégias utilizadas em todo o mundo ao longo dos
ultimos 100 anos para reduzir a prevaléncia de esquistossomose, verificou que a maneira mais
efetiva é baseada no controle de caramujos. Os paises que adotaram o controle de caramujos
juntamente com o tratamento quimioterdpico tiveram mais sucesso na reducdo da

esquistossomose, enquanto os paises que nao o fizeram foram menos bem sucedidos
(SOKOLOW et al., 2016).

Geralmente o controle de caramujos é realizado com a aplicacdo de agentes
moluscicidas, que sdo substancias utilizadas para eliminacdo de moluscos que vivem em
jardins, lavouras, estufas e campos, assim como as utilizadas para controlar caramujos vetores
de parasitas importantes em sadde publica. Sendo a aplicacdo de moluscicidas em criadouros
naturais dos caramujos hospedeiros de S. mansoni uma pritica recomendada pela OMS
(OMS, 2017).

No passado, o uso da niclosamida, um moluscicida sintético, era preconizado pelos
programas oficiais de controle de esquistossomose do Brasil, mas seu uso foi descontinuado
em 2002 devido a crescente pressdao global para preservar o meio ambiente e as dificuldades
de obter licencas do Ministério do Meio Ambiente para uso de substdncias téxicas em
ecossistemas aquaticos (COELHO; CALDEIRA, 2016).

A preocupacdo com os danos ambientais, bem como o desenvolvimento de resisténcia
dos caramujos aos moluscicidas sintéticos disponiveis, t€ém incentivado o desenvolvimento de
novos agentes moluscicidas, que sejam mais seletivos para as espécies de Biomphalaria,
menos prejudiciais a outros organismos e mais facilmente degradados (CANTANHEDE et al.,
2010; COELHO; CALDEIRA, 2016).

Neste sentido, espécies vegetais tém sido estudadas na tentativa de encontrar um
produto que possua atividade moluscicida e supere os problemas do uso da niclosamida. Com
isto, algumas plantas tem apresentado resultados promissores, como Alternanthera sessilis
(extrato aquoso das folhas, CLsp < 50 mg/L) (AZARE et al., 2007), Dalbergia sissoo (extrato
etandlico dos frutos e das raizes, CLgy < 100 mg/L) (ADENUSI; ODAIBO, 2008), Syzygium
cumini (6leo essencial das folhas, CLsyp = 90 mg/L) (DIAS et al., 2013) e Glinus lotoides
(extrato aquoso do fruto, CLsy = 44,1 mg/L) (KIROS et al., 2014).
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Em estudo de revisdo realizado por Cantanhede et al. (2010) foi demonstrado o
potencial moluscicida de 38 espécies vegetais. Um outro estudo avaliou a atividade
moluscicida de plantas medicinais brasileiras e verificou que dentre as espécies estudadas,
algumas apresentaram atividade moluscicida significativa, com CLsy menor que 50 ppm
frente caramujos adultos B. glabrata. A espécie que se mostrou mais ativa foi Annona
muricata com valor de CLsy igual a 11,86 ppm (DOS SANTOS; SANT’ANNA, 2000).
Resultado similar foi encontrado por Luna et al. (2005) que testaram 23 extratos de plantas
medicinais do nordeste do Brasil e verificaram que o extrato de A. muricata e de Marsdenia
altissima, mostraram atividade frente caramujos adultos na concentracdo de 100 ppm.

Segundo as diretrizes estabelecidas pela OMS (1983) para moluscicidas vegetais, para
que uma planta seja considerada ativa deve causar 90% de mortalidade em concentracdes de
até 100 pg/mL. Além disso, as plantas ativas precisam ser abundantes em dreas endémicas, de
facil cultivo, o produto ativo deve estar presente em partes da planta que se regenerem com
facilidade e ser extraido de preferéncia com 4gua, mantendo a estabilidade da atividade
(KLOOS; MCCULLOUGH, 1982; OMS, 1983).

Embora muitas plantas venham demonstrando potencial como agente moluscicida
poucos trabalhos tem avaliado a toxicidade em organismos nio-alvos. Pois mesmo que sejam
ativos frente os caramujos Biomphalaria em concentracdes preconizadas pela OMS, os
produtos vegetais podem ser toxicos para a fauna e flora que co-habitam as mesmas dreas.

Logo, a OMS recomenda que ap6s a obtengdo do produto moluscicida sejam realizados testes

de toxicidade (OMS, 1983).

2.4 Estudos de toxicidade de moluscicidas de origem natural

A ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substincias
naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes e comunidades, animais ou
vegetais, terrestres ou aqudticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das
substincias com 0 meio nos quais os organismos vivem num contexto integrado (TRUHAUT,
1977).

Segundo Walker et al. (2014), a ecotoxicologia é o estudo dos efeitos nocivos dos
produtos quimicos sobre ecossistemas, inclui os efeitos sobre os individuos bem como os

efeitos consequentes nos niveis de populacdo e acima. O objetivo cientifico da ecotoxicologia
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¢ organizar o conhecimento, baseado em principios explicativos, sobre contaminantes na
biosfera e seus efeitos com abordagens bem estabelecidas (NEWMAN, 2009).

Protocolos padronizados de testes de toxicidade com organismos aquéaticos
comecaram a ser desenvolvidos a partir da década de 80 por agéncias ambientais
principalmente dos Estados Unidos da América (EUA) e da Europa. A Agéncia Nacional de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) apresentou em 1984 um documento com
os principios para a prote¢do da vida aquética e protecdo da vida humana dos impactos
causados pela liberagdo de substancias toxicas lancadas na dgua, incluindo o uso de testes de
toxicidade. Na Europa, a Organizacdo para Cooperacdo EconOmica e Desenvolvimento
(OECD) publicou guias para avaliagdo da toxicidade de substancias quimicas com organismos
aquéticos (MAGALHAES; SERRAO-FILHO, 2008).

No Brasil, a partir da década de 90, os testes ecotoxicologicos comegaram a ser
consolidados com a elaboracdo de procedimentos e normas técnicas elaborados pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Os métodos padronizados preveem a
utilizacdo de alguns grupos e espécies de organismos, como peixes, microcrustaceos e algas
(ABNT, 1992; 1993; 2004).

Sendo assim, a ecotoxicologia funciona como uma ferramenta de monitoramento
ambiental, ao simular em laboratdrio os efeitos que podem ser causados por uma amostra no
corpo receptor (ARENZON; GERBER; PEREIRA NETO, 2011). Como a andlise quimica
de amostras ndo demonstra os efeitos sobre os ecossistemas, o uso de sistemas bioldgicos €
essencial. Permitindo avaliar em que medida as substincias sdo nocivas (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008).

Os ensaios de toxicidade sao realizados com organismos indicadores e sdo
classificados de acordo com a duracdo, método de adi¢do da solucdo-teste e propdsito. No
teste de toxicidade aguda a exposicdo acontece uma uUnica vez, € ocasiona efeitos mais
severos, como a morte ou estado de moribundo e de imobilidade, e os resultados sdo
expressos como a concentragdo letal média (CLsg). Sao de fécil execucdo, curta duragdo,
baixo custo e constituem a base de dados ecotoxicoldgicos. Enquanto no teste de toxicidade
cronica o organismo € exposto a amostra por um periodo maior, em concentracdes subletais e
os efeitos observados sdo mais sutis (BERTOLETTI; ZAGATTO, 2006; RUBINGER, 2009).

A avaliacdo da sensibilidade relativa de organismos aquaticos para um determinado

agente toxico e as concentragdes seguras de agentes quimicos para a preservagdo da vida
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aqudtica e do ambiente pode ser obtida por testes de toxicidade aguda (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008). O objetivo da ecotoxicologia é entdio investigar o quanto uma
substancia, pura ou em mistura, pode ser nociva, além de verificar a forma e o local onde os
efeitos nocivos ocorrem (GUARANTINI et al., 2004).

Para Rand et al. (1995), a ecotoxicologia visa proteger populacdes e comunidade,
porém a utilizacdo de todas as espécies existentes ndo € possivel. Assim a escolha do
organismo-teste deve se basear na sensibilidade deste a diversos agentes quimicos, na sua
importancia na cadeia alimentar, sua ampla disseminacao, facil disponibilidade, assim como
em boa experiéncia de seu manuseio (BERTOLETTI; ZAGATTO, 2006). Recomenda-se que
o bioensaio empregue espécies de diferentes niveis tréficos e que sejam representativos do
ambiente. Dentre os organismos-teste mais utilizados em ensaio de toxicidade aquatica estdo
0 microcrustiaceo Artemia salina L. (Artemiidae) e o peixe Danio rerio (Cyprinidae) (COSTA
et al., 2008).

Artemia salina L. (Artemiidae), € um microcrusticeo amplamente distribuido em
ambientes salinos em todo mundo. Desempenha um papel importante na cadeia alimentar
(COSTA et al., 2008) por alimentar-se principalmente de fitoplancton, sendo um importante
consumidor primario (SORGELOOS, 1980)

E um dos mais valiosos organismos-testes disponiveis para testes de ecotoxicidade.
Apresenta ciclo de vida curto, alta adaptabilidade a condi¢des ambientais adversas, tamanho
corporal pequeno, o que permite acomoda-lo em pequenos recipientes, e facil manipulacdo e
manutengdo sob condigdes de laboratorio (NUNES et al., 2006).

O teste com A. salina é rapido, econdmico e simples. Os ovos de A. salina estdo
prontamente disponiveis a baixo custo e permanecem vidveis por anos em condi¢cdes de
estocagem. Nenhum equipamento especial € necessario. Além disso, este ensaio evita 0 uso
desnecessdrio de animais em experimentos cientificos (RAJABI et al., 2015).

Essa espécie tem sido utilizada em experimentos laboratoriais como um bioindicador
(GAMBARDELLA et al., 2014; LAVTIZAR et al., 2018), em pesquisas de monitoramento de
atividades bioldgicas de produtos derivados de plantas (ALVES et al., 2000; ARCANJO et
al.,, 2012; CANSIAN et al., 2017) e na verificacdo da toxicidade de plantas usadas na
terapéutica popular (HOCAYEN et al.,, 2012; DIAS et al.,, 2017). Apresentando boa
correlagdo com testes in vivo que empregam roedores (r = 0,85 p <0,05), sendo uma

ferramenta util para predizer a toxicidade aguda oral (PARRA et al., 2001).
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Os testes de toxicidade aguda com A. salina avaliam os efeitos com base em
concentracdes relativamente altas de exposi¢do (ou seja, mg/L) em condi¢Oes estdticas por
ndo mais do que 96 h. A toxicidade € geralmente expressa como concentracdo letal causando
a morte de 50% do grupo em teste (CLsp). A mortalidade € definida como uma total auséncia
de movimentos apds estimulagdo mecanica por aproximadamente 10 segundos de observacao
(LIBRALATO et al., 2016). Extratos vegetais que apresentam valores de CLsy inferiores a
200 mg/L sdo considerados altamente téxicos (DOLABELA et al., 2009).

Albuquerque et al. (2014) avaliaram a toxicidade da lectina do rizoma de
Microgramma vacciniifolia em embrides e adultos de B. glabrata bem como em A. salina, e
observaram que na concentragdo de 100 mg/mL a lectina foi capaz de matar 17,7% dos
embrides e 25% dos adultos. A CLsy para A. salina foi de 159,9 mg/mL. Os resultados
mostraram que a lectina foi téxica em caramujos adultos na mesma faixa de concentracdo
toxica para A. salina e, portanto, ndo € seguro para o ambiente aquatico, o que representa uma
desvantagem para seu uso como agente moluscicida.

Em estudo com Schinopsis brasiliensis as fracOes cloroférmica e acetato de etila foram
ativas frente B. glabrata (CLgy =68 e 73 ng/mL, respectivamente), enquanto no ensaio com A.
salina apresentaram moderada (fracdo cloroférmica) e baixa toxicidade (fracdo acetato de
etila) (SANTOS et al., 2014). No entanto, esta planta estd na lista oficial das espécies da flora
brasileira ameagadas de extin¢do e ainda apresenta crescimento muito lento (CARVALHO,
2008), o que pode dificultar a sua exploragdo para fabricacdo de produtos moluscicidas.

Com relagdo aos testes com peixes, a espécie mais usada no Brasil como bioindicador
€ Danio rerio (Cyprinidae), conhecido popularmente como paulistinha, zebrafish ou peixe-
zebra (COSTA et al.,, 2008). Os ensaios com peixes como organismos-teste t€ém como
objetivo compreender como um agente toxico afeta organismos de maior grau de estruturacao
como os vertebrados e como estas alteragdes podem afetar ciclos mais complexos ao longo de
ecossistemas aquaticos (BERTOLETTI; ZAGATTO, 2006).

Indmeras vantagens sdo apresentadas no uso de D. rerio como modelo de estudo de
toxicidade sobre outras espécies de vertebrados. O paulistinha tem tamanho pequeno, o que
reduz custo com espago para criagdo e manejo, além de reduzir a quantidade de material de
laboratdrio, como substancias testadas e reagentes, e residuos gerados para realizacdo dos
testes. Por ser um modelo estudado hd algum tempo, condi¢des 6timas de reproducdo e

manutencdo j4 estdo bem estabelecidas (HILL et al., 2005).
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O paulistinha tem um ciclo de vida curto e uma boa capacidade de reproducao, um par
de peixes adultos € capaz de produzir 200 a 300 embrides em uma manha, o que garante um
suprimento constante de animais para fins de pesquisa. Logo, os ensaios com peixe-zebra
podem ter amostras maiores e alcangar maior poder estatistico que estudos com mamiferos, o
que significa que respostas biologicamente significativas sdo mais provaveis de serem
detectadas (GARCIA et al., 2016).

Além disso, a capacidade de reproduzir com mais precisdo as condi¢des sociais
naturais de um modelo de vertebrados reduz o estresse da habitagcdo e seu impacto no
resultado experimental (BALCOMBE et al., 2004). Desta forma, o modelo de peixe-zebra
representa uma alternativa vidvel aos modelos de mamiferos atualmente utilizados em testes
de toxicidade (GARCIA et al., 2016).

O peixe D. rerio adulto é usado para avaliagdo de toxicidade aguda de vérios
compostos quimicos que causam contaminagdes no ambiente aquitico, € no screening de
toxicidade aguda de drogas, incluindo produtos naturais (HENRICH; BEUTLER, 2013). O
parametro avaliado nos testes de toxicidade aguda € a mortalidade dos peixes expostos ao
produto por até 96 horas e o resultado € dado pelo valor de CLsp e CLgg que € a concentra¢ao
letal média e a concentracdo necessdria para causar morte em 90% dos organismos,
respectivamente (ABNT, 2003).

Produtos naturais como extratos vegetais, suas fracdes e compostos isolados tem sido
avaliados quanto ao seu potencial de toxicidade (MAYORGA et al., 2010; MILLAN et al.,
2013; PEREIRA et al., 2017). O resultados obtidos permitem obter uma melhor compreensao
sobre seguranca de sua utilizagdo, como também predizer os efeitos ambientais quando o
objetivo € a sua aplicacdo em ambientes naturais, porém sem causar danos em organismos
nao-alvo.

Alguns estudos de avaliagdo da atividade moluscicida de produtos derivados de
plantas verificaram o potencial téxico em D. rerio, como os estudos com latex de Euphorbia
umbellata, em que a concentracdo que matou 90% dos peixes (10,70 mg/L) foi maior que o
CLgp do moluscicida (3,69 mg/L) (PEREIRA et al., 2017). A piplartina isolada de Piper
tuberculatum exibiu forte atividade contra todos os estdgios de desenvolvimento do caramujo
B. glabrata, porém apresentou toxicidade frente D. rerio (CLsyp = 1,69 pg/mL) (RAPADO et
al., 2013).
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Dada a necessidade de produtos que possam substituir a niclosamida no controle do
caramujo, e dos resultados promissores que vem sendo demonstrados nos estudos com
espécies vegetais, a comprovacdo de plantas que tenham potencial moluscicida e que
apresentem também caracteristicas essenciais, como ser economicamente vidvel, de facil
cultivo e que possam estar presentes no mesmo local em que o produto serd aplicado
representariam um avanco na pesquisa de moluscicidas naturais.

As pesquisas com plantas apontam forte efeito moluscicida para muitas espécies, no
entanto, apresentam desvantagens relacionadas por exemplo a exploracdo comercial ou
toxicidade ambiental. As espécies de Passiflora, ao contrario, exibem facilidade no cultivo
(JUNQUEIRA et al., 2005) e reduzida toxicidade (AMARAL et al., 2001), entretanto ndo ha
indicacOes do uso de extratos com acdo moluscicida, o que justifica a investigacdo do
potencial moluscicida de espécies do género.

Assim, diante do exposto, como o amplo emprego popular, as propriedades bioldgicas,
a variada composicao quimica e ao uso em preparacdes farmacéuticas das espécies Passiflora
alata e Passiflora edulis, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento de estudos para
sistematizar as informacdes contidas na literatura, propor a padronizacdo de extratos de
Passiflora e a investigacdo da atividade moluscicida de extratos e fragdes das folhas de P.

edulis e P. alata.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo de revisao de literatura das espécies Passiflora alata Curtis e
Passiflora edulis Sims, padronizar os extratos das folhas de P. edulis, e avaliar a atividade

moluscicida de extratos das folhas de P. alata.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar um estudo de revisdo da literatura sobre os aspectos botanicos, econdmicos,
quimicos, farmacolégicos e toxicoldgicos das espécies P. alata e P. edulis.

e Caracterizar quimicamente os extratos das folhas de P. alata e P. edulis;

e Padronizar a obten¢do de extratos das folhas de P. edulis;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos das folhas de P. edulis;

e Investigar a acdo moluscicida de extratos das folhas P. alata;

e Estudar a toxicidade em larvas de Artemia salina e em peixes Danio rerio de extratos

das folhas de P. alata.
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4 Resultados
4.2 Capitulo 1T

Titulo do artigo: Extraction Parameters Affect Flavonoids Content and Antioxidant Activities
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ABSTRACT

Passiflora edulis Sims (Passifloraceae) is a widely distributed species ranging from tropical and sub-tropical regions
of the world. It has been commonly used as a food and possesses various medicinal properties. This research aims to
see the effect of different extraction methods and drug/solvent ratio on phenolics and flavonoids content as well as the
antioxidant capacity in P. edulis leaves. The powdered leaves of P. edulis were extracted with hydroalcoholic solution
employing maceration, percolation and Sohxlet extraction and three drug/solvent ratios (1:8, 1:10; 1:12). The total
phenolics and flavonoids contents of different extracts were determined by Folin-Ciocalteu and colorimetric AICl;
methods, respectively. Antioxidant activity was investigated by using in vitro DPPH and FRAP assays. Flavonoids
were identified by LC-MS/MS on the basis of mass spectral analysis. The highest content of phenolics (16.30%),
flavonoids (3.88%) and antioxidant activity (DPPH ICsy 84.23 ug ml”'; FRAP value 1.89 mmol Fe** g ') were
obtained with maceration at drug/solvent ratio of 1:8. Six C-glycosyl flavones and one O-glycosyl flavone were
tentatively identified. A correlation was demonstrated between the total phenolics and flavonoids content, and
antioxidant activity. The results obtained here provide a useful technique to extract the natural substances from P.
edulis that may serve as a potential source of antioxidants from natural origin.

Keywords: Extraction method; Medicinal plant; Phenolic compounds; LC-MS/MS; Passifloraceae

INTRODUCTION

The genus Passiflora L. is one of the largest genus of the family Passifloraceae, comprising about 520 species distributed
worldwide [1]. Passiflora edulis, commonly called as passion fruit or maracujd, is the most popular among them. This plant
species is native to Brazil, which is the largest consumer and producer of passion fruit in the world [2]. It is also cultivated
in other countries for its edible fruit and presents ornamental and pharmaceutical interest. The leaves of this plant species
have been widely used in folk medicine due to pharmacological properties, such as sedative or tranquillizer [3, 4]. P. edulis
is known to possess several pharmacological effects, such as central nervous system depressant [5, 6], anxiolytic [7, 8, 9],
antimicrobial [10,

11], antitumor [12], anti-inflammatory [13, 14], anti-hypertensive [15], and antioxidant [16, 17, 18]. These properties are
attributed to the presence of bioactive compounds, mainly flavonoids in this plant species.

Phytochemical studies have shown the presence of cyanogenic glycosides [19, 20], alkaloids [5, 21], triterpenes [6, 22, 23]
and flavonoids [24] in various parts of this plant species. Specifically, in relation to flavonoids, apigenin and luteolin
glycosides derivatives have been characterized, including C-glycosides (orientin, isoorientin, vitexin, isovitexin) [24, 25]
and O-glycosides flavonoids derivatives (luteolin-7-O-[2- rhamnosylglucoside]) [8].

In addition, P. edulis has been included in the list (prepared by the Brazilian Ministry of Health) of medicinal plants having
potential to generate functional and pharmacological products [26].


http://www.jocpr.com/

31

In this regard, it is important to ensure the quality of raw materials and their derivatives products, which can be achieved
through the evaluation of chemical constituents in the quality control analysis.

The selection of suitable extraction method is one of the main requirements for characterization of bioactive compounds
from plant material. The most common factors affecting the extraction processes are solvent, temperature, pressure, time
and plant characteristics, so it might be necessary to use various conditions or extraction procedures for proper extraction of
chemical markers, which will determine the quality and effectiveness of herbal medicines from plants [27, 28].

Considering that plant extracts represent the most commonly used preparations in herbal formulations; involving
operational stages with several variables that may change the stability of the chemical constituents and their therapeutic
activities. Therefore, it is essential to determine the optimized set of parameters for the extraction of chemical markers from
plant species in order to prove safety, efficacy and quality [29].

Currently there is a demand for standardized herbal extracts in order to be used as a chemical marker or to check the
authenticity of material. There are only a few reports on leaves of Passiflora sp. describing the standardization of its
extracts. Oliveira et al. [30] studied the spouted-bed and spray drying performance to see their efficacy on standardized
dried leaf extracts of three Brazilian plant species including P. alata. Another study evaluated the effect of extraction
conditions on total phenolics content and antioxidant activity in passion fruit peel [31].

The aim of the study was to investigate the influence of extraction procedures affecting the flavonoid extraction, phenolic
content as well as antioxidant activity in P. edulis leaves. The present study would be helpful in development of P. edulis
as a phytopharmaceuticals as well as in cosmeceutical preparations. Further, antioxidant compounds, such as flavonoids
identified from this plant species can help in protection against various diseases in which the oxidative species are involved
and it may further lead to the search for a new natural product with antioxidant properties.

EXPERIMENTAL SECTION

Collection and botanical identification

Leaves of Passiflora edulis Sims were collected at the city of Paco do Lumiar, Maranhdo State, Brazil (2°30°9” S;
44°9°27” W), in January 2013. The voucher specimens were deposited in the Atico Seabra Herbarium (SLS), of the
Federal University of Maranhdo, under the number of 1155/SL.S017213, and were authenticated by Ana Zélia Silva.

Preparation of P. edulis extracts

Leaves of P. edulis were dried at 40° C in an oven with circulating air and powdered with a knife mill to obtain a
moderately coarse powder. In brief, the extracts of P. edulis were obtained using factorial design: extraction process
and hydromodule (drug/solvent ratio). The powder of P. edulis leaves (50g) were extracted with 70% ethanol,
separately, by maceration (M), percolation (P) and in a Soxhlet (S) apparatus, using 1:8, 1:10 and 1:12 drug/solvent
ratio. Each extractive solution was concentrated to a small volume at 40 °C in a rotary evaporator under vacuum, to
obtain the hydroalcoholic extracts of P. edulis (M1:8, M1:10, M1:12, P1:8, P1:10, P1:12, S1:8, S1:10 and S1:12
respectively).

Total Phenolic Content (TPC)

The TPC of all samples was determined with the Folin-Ciocalteu reagent and 20% sodium carbonate. The reaction mixture
was kept in the dark for 2 h at room temperature and absorbance was then measured at 760 nm in a Lambda 35 UV -vis
spectrophotometer (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, USA) [32]. TPC was calculated from the calibration curve
constructed with standard solutions of gallic acid (1.0-30.0 pg ml™") and is expressed as gallic acid equivalent (%).

Total Flavonoid Content (TFC)

The TFC of all samples was determined with methanolic solution of aluminum chloride (AICl;) 5%. The reaction mixture
was kept in the dark for 30 min at room temperature and absorbance was then measured at 425 nm in a Lambda 35 UV -vis
spectrophotometer (Perkin Elmer, Inc.) [33]. TFC was calculated from the calibration curve constructed with standard
solutions of quercetin (1.0-30.0 pg ml") and is expressed as quercetin equivalent (%).

DPPH Radical scavenging activity

The antioxidant activity of the samples of P. edulis was evaluated by using the DPPH free radical scavenging assay as
already described by Brand-Williams et al. [34] with some modifications. The samples were diluted in methanol at
different concentrations (1.0-100.0 pg ml™") and added to a methanol solution of DPPH (40.0 pg ml ). After 30 min of
reaction at room temperature in the dark, the absorbance of each solution was read at 517 nm
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in a Lambda 35 UV-vis spectrophotometer (Perkin Elmer, Inc.). Standard of Trolox® was treated under the same conditions
as the samples. The percent inhibition was calculated using the formula:

DPPH scavenging activity (%) =100 - [(Asample_ Ablank) X IOO/ACOHH'OI]?

Where Agmpe = absorbance of the sample after 30 min of reaction, Ay = absorbance of the blank, and Aconpor =
absorbance of the control.

The percentage of scavenging activity was plotted against the sample concentration to obtain the ICs,, defined as the
concentration of sample necessary to cause 50% inhibition. All experiments were done in triplicate.

Ferric Reducing Antioxidant Power Assay (FRAP)

The method described by Benzie and Strain [35], with some modifications, was used to determine the antioxidant activity
based on iron reduction using the FRAP assay. FRAP measures the ferric-reducing ability of a sample in acidic medium
(pH 3.6), forming an intense blue color as the ferric tripyridyltriazine (Fe**-TPTZ) complex, which is reduced to the ferrous
(Fe®*) form. FRAP reagent was prepared immediately before analysis by mixing 25 ml of acetate buffer (300 mM, pH 3.6),
2.5 ml of TPTZ solution (10 mM TPTZ in 40 mM HCI), and 2.5 ml of FeCl;.6 H,O (20 mM) in aqueous solution. Different
concentrations of 100 pl of the samples (1— 100 pg/ml) were added to 300 pl of distilled water and 3.0 ml FRAP reagent,
and the mixtures were incubated in a water bath at 37°C for 30 min. The absorbance of the reaction mixture was read at
593 nm in a Lambda 35 UV-vis spectrophotometer (Perkin Elmer, Inc.) using FRAP solution as a blank. The calibration
curve was drawn using different concentrations of FeSO,.7H,0 (0-2000 uM) (r* = 0.9987) and the results are expressed as
millimoles of Fe** per gram of sample. Standard of Trolox® was treated under the same conditions as the samples.

UV/vis analysis
The UV spectra were recorded in triplicate from 200 to 600 nm with a Lambda 35 UV-vis spectrophotometer (Perkin
Elmer, Inc.). Quartz cells (1 cm) were used for absorbance measurements.

HPLC/UV-vis analysis

HPLC analysis was carried out in a Thermo Finnigan Surveyor Autosampler liquid chromatograph (San Jose, CA, USA)
equipped with an injector with a 25-uL loop and a UV detector. A Hypersil BDS C-18 column (250 x 4.6 mm, 5 pm;
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) was used. The compounds from P. edulis extracts were separated at
room temperature using a gradient elution program at a flow rate of 1.0 ml/min. The mobile phases consisted of purified
water containing 0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B). The injection volume into the HPLC system was 25 pL and
UV-vis detection was performed at 254 nm.

LC-MS/MS analysis

The M1:8 was analyzed with an HPLC system (CBM-20A, Shimadzu) equipped with a UV/vis detector which was coupled
to an Esquire 3000 Plus ion-trap mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) using electrospray ionization
(ESI). The mobile phase composition was the same as described above. The ionization conditions were adjusted as follows:
electrospray voltage of the ion source of 40 eV, capillary voltage of 4.0 kV, and capillary temperature of 320°C. Ultrahigh
pure helium (He) was used as the collision gas and high-purity nitrogen (N,) as the nebulizing gas. Nebulization was aided
with a coaxial nitrogen sheath gas provided at a pressure of 27 psi. Desolvation was facilitated using a counter current
nitrogen flow set at a rate of 7.0 L/min. Analysis were carried out using full-scan mass spectra in the negative ionization
mode and data-dependent MS? scans from m/z 100 to 3000. The compounds were tentatively identified on the basis of the
molecular ion mass, fragmentation and compared to those described in the literature.

Statistical analysis

All analysis were performed in triplicates. The results are expressed as the mean + standard deviation and were analyzed
using the GraphPad Prism 5.0 program. One-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple comparisons test
were used to determine significant differences between means. A level of significance of p <

0.05 was adopted. Pearson’s correlation test was used to evaluate the correlation between TPC (%), TFC (%), DPPH free

radical-scavenging activity (ICsg), and ferric-reducing ability (mmol Fez+g’]sample).

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenolic, flavonoid content and antioxidant activity

Extraction is a key step involved in obtaining bioactive compounds from plants. Different extraction procedures have
been employed to extract the compounds from plants. Concentration, quality as well as biological activities of plant
extract showed significant variations depending on the extraction method used [36]. Therefore, it is quite important to
select the suitable extraction method for obtaining plant extract with optimum concentration



and activities. In the present study, three extraction methods, namely maceration (M), percolation (P) and Sohxlet (S)
along with three drug/solvent ratios (1:8, 1:10 and 1:12) have been used to see their efficacy on extraction of chemical
constituents and antioxidant activities in P. edulis. Among the different extraction and solvent methods, M in 1:8
drug/solvent ratio provided the best results as compared to P or S (in all the drug/solvent ratios) (Table 1). The results
of the P. edulis extracts obtained by analysis of total phenolic (TPC), and total flavonoid contents (TFC) as well as
antioxidant capacity as estimated by the radical-scavenging activities in the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
and by the ferric reducing ability power (FRAP) using the ferric-tripyridyltriazine (Fe’*-TPTZ) complex are presented
in Table 1.

Table 1: Total phenolics and flavonoids content, and antioxidant activity in the extracts of Passiflora edulis

DPPH FRAP value
Sample ITPC (%) ITFC (%)
(1Cso ug ml™) (mmol Fe”* g ™)

M1:8 16.30 £0.32° 3.88+0.04° [84.23+0.77° 1.89 % 0.06°
M1:10 11.32+0.13° 2.49+0.01° [99.92+0.91° 1.02 £0.01°
M1:12 14.91+0.36° 3.37+0.01°  [90.27 +£3.02*° 1.55 +0.05°
P1:8 13.79 +0.04° 2.94+0.01° [94.77 £0.96™° 1.43£0.11%
P1:10 13.09 +0.07° 2.90+0.35°  [97.37 +0.40°° 1.24 +0.03"*
P1:12 11.98 +0.06' 2.58+0.01  [97.75 + 1.06™" 1.12 £0.02°
51:8 12.21+0.04' 3.34+0.01° [97.61+3.83"° 1.15£0.01°
51:10 13.93 +0.10° 411+0.01° [92.39+523%° 1.45 +0.02°
51:12 13.77 +0.16° 3.35+0.01° [88.69+1.73° 1.30 +0.08%¢
Trolox” 5.11 +0.04' 9.09 +0.10'
Different letters indicate significant differences (p < 0.05; One way ANOVA; Tukey's test)

The TFC and TPC values of extract tested with different methods and drug: solvent ratios were found to ranged
between 2.49 - 4.11% and 11.32 - 16.30%, respectively. The M1:8 extract showed the highest value of TPC (16,30%)
followed by M1:12 (14,91%), while TFC values were found to be higher in M1:8 (3,88%) and S1:10 (4,11%)
extracts. Maceration and Soxhlet extraction methods are versatile, relatively simple, safe and inexpensive and thus
have been followed for efficient extraction of bioactive compounds from several plant species including Azadirachta
indica, Cynara scolymus, Punica granatum, Salacia lehmbachii and Spondias mombin [28, 37, 38, 39, 40, 41].

Earlier studies with P. edulis (collected in southern Brazil) showed the TFC of 4.60% (w/w) in hydroalcoholic extract
obtained by extraction at reflux [7]. In literature aqueous extracts of leaves of P. edulis obtained by reflux, reported
TFC of 4.04% (w/w) [42] and 3.9% (w/w) [4]. The synthesis of secondary metabolites in plants is the result of
interaction with the environment. Thus, the difference of quantitative chemical composition of flavonoids in plant
sample collected from different regions could be due to various extrinsic factors, such as time, weather and place of
collection [43].

A stable free radical, DPPH has been used to estimate the free radical-scavenging activities of plant extracts. In the
analysis of DPPH, a lower ICs, value indicates greater antioxidant activity, as a smaller quantity of extract is required
to inhibit 50% of the DPPH radical. The results obtained during present investigation showed that extract obtained by
maceration in a lower drug/solvent ratio (M1:8) are able to significantly (ICsy value 84.23 ug ml'l) reduce in vitro
DPPH concentration and hence imply strong antioxidant activity. Earlier studies by Sunitha and Devaki [44] have
also reported the antioxidant potential of ethanolic extract of P. edulis leaves with DPPH ICs, of 875 ug ml™. The
antioxidant potentials of the P. edulis extracts were also estimated from their ability to reduce TPTZ-Fe (III) complex
to TPTZ-Fe (II) (FRAP assay). The extract obtained with M1:8 showed the highest ferric-reducing ability (1.89 mmol
Fe’* g') as compared to P and S extraction method with all the drug solvent ratios.

However, aqueous extracts of leaves of P. edulis, have showed the values 128 pg ml™ [25] and 1100 ug ml™ [18].
Some studies have shown that binary solvent system, especially water alcohol mixture was more effective than mono-
solvent system in extracting the antioxidant compounds as observed in mention plant species [31, 45, 46].

In the present study, high antioxidant activity was observed in M1:8, both by DPPH radical scavenging and FRAP
assays. Likewise, this extract had the highest contents of TPC and TFC. Several studies have indicated a
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relationship between the antioxidant activity and contents of phenolic compounds, such as the flavonoids [17, 47, 48,
49].

Phenolic compounds have been highlighted as important antioxidant substances of natural origin, especially by
inhibiting the process of lipid peroxidation in cell membranes. The chemical properties of polyphenols in terms of
availability of phenolic hydrogens to act as hydrogen donor, reducing agents of singlet oxygen predicts their
antioxidant activity [50].

The Pearson’s correlation coefficients between TPC and TFC as well as DPPH and FRAP assays are presented in
Figure 1. A negative correlation was observed between the DPPH-FRAP (-0.8911), DPPH—flavonoid content (—
0.7358), DPPH—phenolic content (—0.9288), whereas in the DPPH assay a low ICs, value has relation with high
contents of phenolic compounds and flavonoid, and a high value of FRAP [51]. However, a positive correlation was
found between FRAP-TPC (0.9803), FRAP—flavonoid (0.7259), and TPC-TFC (0.7152). These findings reveal that
the reducing power by FRAP assay could be presence of phenolic compounds, and that the content of phenolic
compounds is due to flavonoids. These results suggest that total phenols, particularly flavonoids, present in the
extracts of P. edulis are mainly responsible for the antioxidant activity.

DPPH - FRAP

FRAP - Flavonoid

DPPH - Flavonoid

FRAP - Phenolic

DPPH - Phenolic

Phenolic - Flavonoid

I L) I
-1.0000  -0.5000 0.0000 0.5000 1.0000

Figure 1: Pearson correlation coefficient between the total phenolic content, total flavonoid content, and DPPH and FRAP methods

In general, a higher TPC value gave a stronger antioxidant activity. Some authors have mentioned this relationship
[32, 52, 53] and described important antioxidant activity of P. edulis, which has been correlated with the content of
phenolic compounds [49, 54, 55]. It has been reported that the antioxidant activity of the extract from P. edulis (0.23
+0.02 TEAC) is significantly correlated with the content of polyphenols (92.5 + 2.2 ug mg™' of extract) [16].

The extraction procedure is an important step in the study of bioactive constituents from medicinal plants. Which the
main purpose is to separate plant metabolites from insoluble residue, giving a complex mixture of metabolites.
Therefore, among the commonly used extraction methods, maceration is a simple, popular and inexpensive way to
obtain bioactive compounds [28, 56], such as phenolics. The most common methods of phenolic extraction employ
organic solvents such as methanol, ethanol, acetone, ethyl acetate [57] and their combinations, often with different
proportions of water. Our results suggest that the leaf extract of P. edulis obtained by maceration with hydroalcoholic
solution could be a good choice of natural compounds with antioxidant activities.

UV-vis Spectra and chromatographic profile of P. edulis extracts

In the analysis of P. edulis, all samples showed similar UV spectra and HPLC profiles. The UV-vis spectra obtained
for the extracts exhibited maximum absorption wavelength at 271 and 333 nm. The typical UV-vis spectra of flavones
include Band A in the 310-350 nm range and Band B in the 250-290 nm range [58]. Therefore, these data suggest that
compounds in extracts of P. edulis are flavonoids, and these in turn are the class of flavones. Flavonoids are reported
to be the major phytoconstituents of the genus Passiflora [59] and has been shown to be rich sources of C-glycosyl
flavones [25].

Despite the variation of peak intensity, the chromatographic profiles of the nine extracts from P. edulis leaves were
similar (Figure 2).
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Figure 2: Characteristic chromatographic profiles of extracts of Passiflora edulis

Chemical fingerprints obtained by spectral and chromatographic techniques represent an important tool for quality
control of herbal medicines and its products. It demonstrates the both sameness and differences between various
samples. HPLC fingerprint is considered a useful approach to identification and authentication of plant species and
their extracts [60].

Chemical composition of M1:8 by LC-MS/MS

Since, M1:8 had higher TPC, and was more effective against the DPPH radical and FRAP assay, the chemical
composition of this sample was analyzed by LC-MS/MS, identification was based on fragmentary ions m/z compared
to those described in the literature.

In this study, we tentatively identified seven constituents (compounds 1-7) (Figure 3). Their retention time, molecular
weight, molecular ion [M — H], and main product ions obtained by LC-MS/MS for the fragmentation peaks of
hydroalcoholic extract of Passiflora edulis leaves are summarized in Table 2.
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Figure 3: HPLC chromatogram of compounds detected in the hydroalcoholic extract obtained by maceration, 1:8 drug/solvent ratio (M1:8)
of Passiflora edulis leaves. Peak numbers correspond to the compounds tentatively identified shown in the Table 2.
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Table 2: Tentative identification of flavonoids compounds in extract of Passiflora edulis leaves (M1:8) by LC-MS/MS data

Compound tr W [M-HI" MS/MS_ [Tentative Referenc
no. (min) |V (m/2) (m/z) identification erence
luteolin-6-C-
519, 489, hexoside-8-C-
1 13,1 610 609 369 hexoside [61, 62, 63]
(lucenin-2)
575 503 apigenin 6-C-
2 14,7 594 593 473,383, | hexoside8-C- | g o3 o)
353 hexoside
(vicenin-2)
545 503 apigenin 6-C-
3 17,7 564 563 473,443, | Pentoside-8-C- [61, 65]
383 353 hexoside
! (isoschaftoside)
luteolin 6-C-
4 18,4 448 894 447 hexoside [61, 66]
(isoorientin)
559, e ow
5 20,3 578 577 487,457, |itexin2-0 (67, 68]
367 rhamnoside
lapigenin 8-C-
6 24,7 432 431 341, 311 hexoside [62, 69]
(vitexin)
luteolin-7-0-
47 1 . .
7 25,4 594 593 52’8?;9 ’ rutinoside [70, 71, 72]
(scolymoside)

fR, Retention time; MW, molecular weight; [M — H]” molecular ion

The use of hyphenated techniques provided indicative data for structural determination of the compounds present in the
extract of P. edulis, as confirmed with literature data. It was possible to identify three 6,8-di-C-glycosyl flavones
(vicenin-2, lucenin-2 and isoschaftoside), two mono C-glycosyl flavones (vitexin and isoorientin) frequently reported for
Passiflora species, one O-diglycosyl flavone (luteolin 7-O-rutinoside) and a C-diglycosyl flavone (vitexin-2"-O-
rhamnoside), as far as we know, vitexin-2"-O-rhamnoside is detected for the first time in P. edulis leaves in the present
study.

Flavonoids and their glycosides has gaining importance in quality control of herbal medicines and medicinal plants and
the application of mass spectrophotometry seems to be a valuable technique for structural analysis of these compounds in
plant extracts [73, 75]. Whereas the marker is selected as a characteristic component of the plant, the C-glycosyl
flavonoids, which prevail in the leaves of P. edulis, could be used as chemical markers for the standardization of products
derived from this plant species.

A positive correlation was observed among all the parameters analyzed i.e. phenolic and flavonoid contents, DPPH and
FRAP. Furthermore, the M1:8 extract exhibited the best results during the analysis, demonstrating that the process of
extraction by maceration, in a drug/solvent ratio of 1:8 can be considered as a good option for the extraction of
flavonoids, having antioxidant activity. Therefore, the antioxidant activity could be due to the synergistic interactions
between these flavonoids.

CONCLUSIONS

The knowledge of the chemical composition of P. edulis is essential for standardization of extraction parameters, relevant
tool in contributing to safety, efficacy and high quality of products derived from species to be developed by the
pharmaceutical industries. With regard to the extraction method the best results were obtained with maceration at
drug/solvent ratio of 1:8. Here, we used HPLC combined with MS to study the phenolic constituents of P. edulis. The
results revealed the presence of several flavones in extract of P. edulis leaves with moderate antioxidant activity, which
shows that P. edulis may serve as an additional natural source of bioactive compounds. In conclusion, we suggest that P.
edulis could be considered as one of the natural antioxidant sources and dietary nutritional supplements to prevent
oxidation-related diseases.
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