8

N "\, rJ
=
o

) ) ’
2 w°
% Federo ©° ’

Universidade Federal do Maranhao
Pro-Reitoria de Pesquisa, P6s-Graduacgao e Inovagao
Programa de Pés-Graduacao em Saude do Adulto

Mestrado Académico

UFMA
P PG S A D Programa de Pos-Graduagdo

Saude do Adulto

Mestrado em
Satde do Adulto

AVALIA(_;IT\O DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DE Talisia esculenta
Radlk

José Helvecio Sales Junior

Sao Luis
2019



JOSE HELVECIO SALES JUNIOR

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DE Talisia esculenta
Radlk

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Saude do Adulto da
Universidade Federal do Maranhdo para
obtengcdo do grau de Mestre em Saude do
Adulto.

Area de Concentragdo: Ciéncias Aplicadas a
Saude do Adulto

Linha de Pesquisa: Doencas cronicas e
doencas infecciosas e

parasitarias/Infectologia no adulto

Orientador: Prof? Dr® Patricia de Maria da

Silva Figueiredo

Coordenador: Maria do Desterro Soares

Brandao Nascimento

Sao Luis
2019



Sales Junior, José Helvecio.
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE Talisia esculenta Radlk. / José

Helvecio Sales Junior. - 2019.
63 p.
Orientador (a): Patricia de Maria Silva Figueiredo.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdo

em Saude do Adulto/ccbs, Universidade Federal do
Maranhdo, S&o Luis, 2019.

1. Atividade antimicrobiana. 2. Bioprodutos.
3. Flavondbides. 4. ; Pitomba. 5.
Talisia esculenta Radlk.
I. Silva Figueiredo, Patricia de Maria. II. Titulo.




JOSE HELVECIO SALES JUNIOR

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO
EXTRATO HIDROETANOLICO DE Talisia esculenta
Radlk

Dissertacao apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Saude do Adulto da Universidade
Federal do Maranhao para obtengao de aprovagao

no Exame de Qualificagao

A Banca Examinadora da Defesa de Mestrado, apresentada em sessio publica,

considerou o candidato aprovado em: / /

Profé. Dr? Patricia de Maria Silva Figueiredo (Orientador)

Universidade Federal do Maranhao

Profé. Dr2. (Examinador)

Universidade Federal do Maranh&o

Prof?. Dr?. ... (Examinador)

Universidade Federal do Maranhao

Profé. Dr2. ... (Examinador)

Universidade Federal do Maranh&o

Prof2. Dr2. ... (Examinador)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela minha vida, pelas béngaos e por me iluminar todos os dias.

Aos meus pais por todo amor, apoio incondicional e incentivo durante todos os
dias desses 2 anos.

Ao LABMIC pelo apoio estrutural e cientifico, em especial Larissa, Thiago e
Andressa pelo grande apoio e ajuda.

A professora Dr® Patricia de Maria Silva Figueiredo pela oportunidade de
realizar este trabalho e pela orientagdo impar.

A UFMA e aos mestres do PPGSAD que tanto contribuiram para a minha
formacao.

E a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo desse
trabalho.



RESUMO

A espécie Talisia esculenta Raldk € popularmente conhecida como pitomba. A
planta € comum em areas de matas umidas e secas do Norte ao Nordeste do
Brasil e pode ser encontrada facilmente em feiras livres ou supermercados e as
arvores que existem sao de ocorréncia natural. A pitomba tem sido estudada
devido a presenga de compostos fitoquimicos que exercem uma série de
atividades bioldgicas, tais como a atividade antioxidante. Entretanto estudos
com atividade antimicrobiana s&o escassos. Dessa forma, investigou-se a agao
do extrato hidroetandlico da folha dessa espécie frente a cepas de fungos e
bactérias e também uma micobactéria com o objetivo de desenvolver uma nova
alternativa terapéutica (antimicrobiano). O extrato foi preparado por maceragéo
do material vegetal. A atividade antioxidante foi realizada pela metodologia de
sequestro do radical DPPH. Utilizou-se a técnica de microdiluicdo para
determinacao da CIM e CBM. A atividade citotoxica foi avaliada para redugéo
do sal de tetrazolio. Os bioprodutos desenvolvidos foram creme aniénico 5% e
creme vaginal 5% do extrato da folha que também foi avaliado sua atividade
antimicrobiana. Na analise cromatografica foram identificados acidos fendlicos
e flavonoides como a quercitina e acacetina. O extrato apresentou atividade
antioxidante dose-dependente, cujo percentual maximo de atividade para o
extrato da folha foi de 18.41+£0.18. O extrato da folha testado na concentracéo
de 100mg/mL inibiu o crescimento de bactérias como E. coli ATCC 25922, cuja
CIM foi 25mg/mL. O extrato também inibiu o crescimento de fungos, como C.
albicans ATCC 90028, cuja CIM foi 3,125mg/mL. O Creme anidnico 5% da
folna também inibiu o crescimento de E. coli ATCC 25922, cujas CIM foi
idéntica ao do extrato bruto. O creme vaginal 5% do extrato da folha também
inibiu o crescimento de C. parapsilosis ATCC 22019. O extrato e bioprodutos
se apresentaram nao irritativos frente a hemacias bem como as culturas de
células testadas (Macréfagos RAW 264.7). Os bioprodutos ndo apresentaram
alteracdes fisicas de estabilidade significantes durante os periodos de tempo
analisados (30 e 60 dias). O pH apresentou variacdo de valor nos ambientes
testados (geladeira, estufa e ambiente), onde os maiores valores foram para o
ambiente da geladeira. Dessa forma, o extrato e bioprodutos apresentam
atividade antimicrobiana notavel, bem como ag¢ao antioxidante, ndo apresentam
acao irritativa para hemacias, bem como nao séo toxicos as ceélulas testadas,
comprovando a seguranga toxicolégica. Os bioprodutos mostraram-se
potencialmente viaveis no desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento de doencgas infeciosas e apresentaram boa estabilidade fisico-
quimica e microbioldgica.

Palavras-chave: Talisia esculenta Radlk; Pitomba; Flavonodides; Atividade

antimicrobiana; Bioprodutos



ABSTRACT

The Talisia esculenta Raldk species is popularly known as pitomba. The plant is
common in wet and dry forest areas from North to Northeast of Brazil and can
be found easily in open markets or supermarkets and the trees that exist are
naturally occurring. Pitomba has been studied due to the presence of
phytochemical compounds that exert a series of biological activities, such as
antioxidant activity. However studies with antimicrobial activity are scarce. Thus,
it was investigated the action of the hydroalcoholic extract of the leaf of this
species against strains of fungi and bacteria and also a mycobacterium aiming
to develop a new therapeutic alternative (antimicrobial). The extract was
prepared by macerating the plant material. The antioxidant activity was
performed by the DPPH radical sequestration methodology. The microdilution
technique was used to determine MIC and MBC. Cytotoxic activity was
evaluated to reduce tetrazolium salt. The bioproducts developed were 5%
anionic cream and 5% vaginal cream of the leaf extract, which was also
evaluated for its antimicrobial activity. The chromatographic analysis identified
phenolic acids and flavonoids such as quercitin and acacetin. The extract
showed dose-dependent antioxidant activity, whose maximum percentage of
activity for leaf extract was 18.41+0.18. The leaf extract tested at a
concentration of 100mg/mL inhibited the growth of bacteria such as E. coli
ATCC 25922, whose MIC was 25mg/mL. The extract also inhibited the growth
of fungi, such as C. albicans ATCC 90028, whose MIC was 3.125mg/mL.
Anionic 5% leaf cream also inhibited the growth of E. coli ATCC 25922, whose
MIC was identical to that of the crude extract. Vaginal cream 5% of leaf extract
also inhibited the growth of C. parapsilosis ATCC 22019. The extract and
bioproducts were non-irritating to red blood cells as well as cell cultures tested
(Macrophages RAW 264.7). The bioproducts showed no significant physical
stability changes during the analyzed time periods (30 and 60 days). The pH
presented value variation in the tested environments (refrigerator, greenhouse
and environment), where the highest values were for the refrigerator
environment. Thus, the extract and bioproducts have remarkable antimicrobial
activity, as well as antioxidant action, do not have red blood cell irritant action,
and are not toxic to the cells tested, proving the toxicological safety.
Bioproducts were potentially viable in the development of new products for the
treatment of infectious diseases and showed good physicochemical and
microbiological stability.

Keywords: Talisia esculenta Radlk; Pitomba; Flavonoids; Antimicrobial activity;
Bioproducts
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1. INTRODUCAO

O Brasil contempla uma das maiores biodiversidades do mundo, com
aproximadamente 43.020 espécies vegetais identificadas. A ampla extenséo
territorial e variagcao climatica do pais favorece o surgimento de biomas unicos
e ricos em espeécies vegetais nativas, que sao utilizadas pelas comunidades -

seja para consumo e/ou como fonte de renda (BRASIL, 2018).

Nos ultimos anos o interesse nas espécies vegetais nativas aumentou
consideravelmente, tanto por parte dos pesquisadores como dos consumidores
que estao cada vez mais preocupados com estilo de vida e habitos alimentares
saudaveis. Varios estudos reportam que diversas espécies vegetais contém
substancias que podem propiciar beneficios a saude que sao atribuidos a
presenca de compostos bioativos, dos quais muitos com acdo antioxidante,
eficazes na protecdo contra doencas crbnicas nao transmissiveis, tais como
doencas cardiovasculares e cancer (ALU'DATT et al. 2017; GHANI et al 2017;
VIRGOLIN, et al 2017).

A espécie Talisia esculenta Radlk. conhecida como pitombeira, pitomba,
olho-de-boi, pitombarana ou feijdo-cru € nativa da Amazbnia, ocorrendo
também na regiao fronteirica ao Norte do Brasil e regidao Nordeste (ACEVEDO-
RODRIGUEZ, 2015).

Botanicamente é classificada em perenifolia ou semidecidua e helidfita,
caracteristica da floresta pluvial, a qual é encontrada tanto no interior de matas
densas primarias, como em formagdes secundarias, mas sempre em varzeas
aluviais e fundos de vales por quase todo o Brasil, (LORENZI, 2016). Na regiao
Nordeste, T. esculenta € encontrada nas capoeiras ralas de Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe
(ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2017).

Os individuos de T. esculenta sao de porte arbéreo, com altura variando
de 4-8 m. As flores sdo pequenas, brancas e de aroma agradavel, distribuidas
em paniculas terminais, com florescimento de agosto a outubro, podendo
estender-se até o inicio do ano seguinte, dependendo da regido de ocorréncia
(LORENZI, 2016).
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A comercializagao dos frutos (pitombas) de T. esculenta nas feiras-livres,
supermercados e ruas do Nordeste comega no més de janeiro e se estende até
agosto, onde mais de 90% de toda a oferta esta concentrada nos meses de
abril e julho, com picos de producédo em abril (23,4%) e maio (31,4%) (SENA,
2014)

A pitomba e seus derivados sao utilizados na culinaria das regides Norte
e Nordeste, cuja polpa é consumida in natura e utilizada na fabricagdo de
alimentos, cujo sabor lembra o damasco (Prunus armeniaca L.) (QUEIROGA,
2015). A polpa da pitomba, além de atividade antioxidante (SOUZA et al., 2016;
FRAGA, 2018), possui caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais de
excelente qualidade, com alto teor de proteina, flavonoides e carotenoides, de
sélidos soluveis e vitamina C.

Entre as atividades biologicas, estudos recentes indicam atividades
antiproliferativa, antimutagénica e antioxidante do extrato bruto de pitomba,
além da identificagcdo de miricetina e quercetina no extrato hidrolisado da polpa
(NERI-NUMA et al, 2014). Alguns estudos sobre a semente, relatam a extragao
de uma proteina chamada lectina, usada no combate a fungos causadores de
doencas de plantas cultivadas e de pragas como besouros que atacam as
plantas (MACEDO, et al., 2011; FREIRE, et al., 2012).

As sementes de pitomba e dOleo essencial tém sido estudadas como
fonte de compostos que exercem uma série de atividades bioldgicas, como a
atividade inseticida, (FREIRE et al, 2012). Entretanto os estudos com atividade
antimicrobiana nessa espécie sdo escassos ou inexistentes com bactérias e/ou
fungos de interesse clinico ao homem. O que reforca a necessidade de
investigacdo dessa espécie que se apresenta bastante promissora na

elucidacao de novos compostos com essa atividadade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Principios Ativos Naturais

As plantas tém uma capacidade quase ilimitada para sintetizar varias
substancias provenientes do seu metabolismo primario (carboidratos,
proteinas, acidos graxos e acidos nucléicos e secundario), sdo substancias
essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento do vegetal. (GORNI, 2018). Em
muitos casos, estas substdncias servem como mecanismos de defesa da
planta contra a predagdo por micro-organismos, insetos e herbivoros,
exercendo um papel importante na sobrevivéncia da planta em seu
ecossistema. Ainda, algumas substancias, como os terpendides, conferem
odores aos vegetais; outras, como as quinonas e taninos, sdo responsaveis
pela pigmentagao (GALLEGOS et al, 2019).

Assim como os metabdlitos primarios, praticamente todos os metabdlitos
secundarios sao formados do metabolismo da glicose (figura 1). Esta é
convertida em moléculas de acido piravico que podem seguir duas vias
metabdlicas distintas. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do
acido chiquimico para formar todos os metabdlitos secundarios aromaticos
(alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas,

cumarinas e taninos hidrossoltveis (SIMOES et al., 2007).

Na segunda, o piruvato é oxidado até a formagao de moléculas de acetil-
coenzima A (acetil-coA) que podem seguir por trés vias diferentes: via do ciclo
do acido citrico, via do mevalonato e via da condensagao do acetato. Os
produtos destas trés vias sao os alcaldides pirrolidinicos, tropanicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos, os terpendides, os esterois e as
acetogeninas. A ligagao entre acido chiquimico e acetato ou derivados destes
resultam na producdo de antraquinonas, flavondides e dos taninos
condensados (SIMOES et al., 2007) (Figura 1).

Estes compostos bioativos sdo os responsaveis pelas propriedades

terapéuticas encontrada nas plantas medicinais. O efeito farmacolégico pode
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também ser resultante da agcdo de uma ou mais substancias presentes na

composi¢ao quimica da planta, denominada de principio ativo.

GLICOSE
i
acido chiquimico ~__ -~ acetil-CoA
= “'"\-.. ‘,..-" . i i
triptofano  fenilalanina / acido Ciclo daév, via condensacdo
tirosina galico [ acido | mevalonato
| | | \eitrico |
AIcanlc?es _;n_dollcos 1. | acidos graxos
& quinolinicos anines  anpaquinonas acetogeninas
hidrolisaveis flavonoides
taninos condensados isoprendides
| ornitina
protoalcaloides acido cinamico lisina |
alcalides |
isoquinolinicos e Terpeno@es .
& i q esterois
benzilisoquinolinicos i
fenilpropanoides alcaloides
| pirrolidinicos,
tropanicos,
! pirrolizidinicos e
lignanas e ligninas quinolizidiicos
cumarinas

Figura 1. Rota biossintética do metabolismo secundario dos vegetais
(SIMOES et al., 2007)

2.2. Atividade Antimicrobiana de produtos naturais

Os antimicrobianos ou antibidticos sdo farmacos utilizados com o intuito
de provocar a morte ou inibir o crescimento de determinado agente microbiano.
Sé&o originados de substancias produzidas pelos préprios micro-organismos,
oriundas de vegetais ou mesmo sintéticas (ALTERTHUM; TRABULSI, 2003).

O aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos € um problema de
grande relevéncia enfrentado nas ultimas trés décadas (MUNIZ et al., 2019).
Uma bactéria é resistente a um determinado antibiético quando esta é capaz
de crescer in vitro em presenca da concentracido inibitéria minima deste
farmaco. A resisténcia pode ser natural, onde os genes da bactéria codificam
enzimas que inativam o mecanismo de ag¢ao do farmaco; ou adquirida, quando
a bactéria torna-se resistente a um farmaco sensivel, por meio da aquisicao de

fatores genéticos ou mutagao em seus genes de defesa (TAVARES, 2006).

Devido ao aumento de micro-organismos patogénicos resistentes a

14



multiplas drogas associado com o concomitante crescimento do numero de
pacientes imunocomprometidos surge a preocupagao para a procura de novas
alternativas terapéuticas (ANTUNES et al., 2006). Varias medidas tecnologicas
sao sugeridas para resolver o problema da resisténcia das bactérias, sendo
uma delas a procura de novos antimicrobianos a partir de espécies vegetais
(ALMEIDA et al, 2019).

Devido a rica diversidade, facil acessibilidade e baixo custo de produtos
naturais de origem vegetal, muitos paises tém investido fortemente em
pesquisas para obtencdo de substancias com atividade antimicrobiana
advindas de plantas ja conhecidas popularmente como medicinais. No sul do
Texas, foi verificada a atividade antibiotica de 23 extratos de ervas comumente
usadas para o tratamento de infecgbes. Destas 23 ervas 10 inibiram o
crescimento de Staphylococcus aureus e 9 ervas o crescimento de duas
especies gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
(ROMERO et al., 2005).

O Brasil é conhecido mundialmente pela sua grande e destacada
biodiversidade. Toda esta riqueza estimula o estudo das possiveis agdes
terapéuticas de plantas usadas pela medicina popular de diversas regides do
pais. Neste contexto, estdo inseridas pesquisas que visam determinar a
atividade antimicrobiana, como por exemplo, a realizada por esse estudo. A
Amazobnia, regido que ultrapassa as fronteiras brasileiras, destaca-se por
apresentar uma variedade significativa de espécies vegetais. Virtuoso et al.
2005, observaram atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto da
Erythrina velutina, planta utilizada na medicina popular do nordeste brasileiro,

contra as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes.

Os compostos isolados de plantas s&o substancias cuja estrutura
quimica, com raras excegdes, apresenta grandes diferencas estruturais em
relacdo aos antibidticos derivados de micro-organismos (GONCALVES et al.,
2005). Alguns mecanismos responsaveis pela ag¢ao antimicrobiana dos
principios ativos extraidos de plantas ja foram estudados e estao relacionados

com a regulacado do metabolismo intermediario da bactéria através do bloqueio
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de reagdes quimicas, da agao direta sobre a sintese enzimatica, ou mesmo de

alterac¢des nas estruturas de membrana (COWAN, 1999).

2.3. Resisténcia microbiana e Saude Publica

Com a introdugdo de farmacos eficientes no combate as infecgodes,
melhoras significantes no tratamento médico das doencas infecciosas foram
obtidas, ocasionando em uma consideravel reducédo das taxas de morbidade e

mortalidade, permitindo grandes progressos na medicina (COSTA, et al., 2012)

Porém o uso desordenado e sem orientagdo desses farmacos leva ao
aparecimento de micro-organismos resistentes aos tratamentos com esses
medicamentos. Esses micro-organismos se acumulam e se disseminam,
representando um sério risco para a populacéo, por diminuirem as opcodes de
farmacos efetivos para o tratamento de infec¢des, podendo assim aumentar as
complicagbes clinicas de pacientes hospitalizados e prolongar o tempo de
estadia hospitalar, elevando os custos direcionados a recuperagao dos

pacientes doentes e com saude publica (SIQUEIRA, 2004)

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser adquirida como resultado de
mutag¢des que podem ocorrer durante os processos de divisdo celular ou serem
induzidas por intermédio de agentes mutagénicos como radiag¢des ionizantes,
por exemplo (BAPTISTA, 2013). Uma caracteristica intrinseca de certas
especies de bactérias que podem resistir a agdao de um dado antibiético como
resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada
espécie (BLAIR et al., 2015);; 3). E adquirida pela aquisicdo de material
genético exdgeno anteriormente presente em outros micro-organismo que
contenham genes de resisténcia (TAVARES, 2000; COSTA, 2016)

Neste contexto, algumas medidas podem ser feitas para dificultar a
disseminagao desses micro-organismos como por exemplo o planejamento,
organizacdo e execugcao de acbes educativas de saude, contencdo e
preventivas da disseminagcdo de patdgenos resistentes ou ndo em ambientes
hospitalares, laboratoriais, ambulatoriais e domésticos. Essas medidas
englobam: as fontes de infecgéo, ou seja, todos os hospedeiros e meios que

podem manter um agente infeccioso viavel e apto para infectar novos
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hospedeiros; 2) as vias de eliminagao, ou seja, as formas pelas quais pode
ocorrer a saida de um agente infeccioso a partir de uma fonte de infeccéo,
como por exemplo, as secre¢des naso-buco-faringeas, as fezes, urina, sangue,
escarro, exudatos, descargas purulentas, descamacgdes epiteliais, o suor, o
leite materno e outras vias como a placentaria e a via sexual; e 3) as vias de
transmissao que s&o os meios pelos quais o hospedeiro interage com o agente
causador de doenga, (LESSER et al., 1985; SAKER et al., 2004).

Em relagdo aos fatores epidemiolégicos para o controle das doencas
infecciosas, o Brasil ainda ndo possui manuais destinados ao combate de
patdogenos resistentes que englobem a nossa realidade regional e socio-
economica. Neste ambito, pode-se afirmar que trabalhos baseados na
realidade nacional, regional e de cada estado do pais, em relagdo a incidéncia
e prevaléncia de casos de infecgbes causadas por patdogenos resistentes nos
estabelecimentos de saude podem nortear o planejamento e a logistica das
acdes e servicos de saude como vigilancia ambiental e vigilancia sanitaria,
favorecendo a execugdo de estratégias institucionais, administrativas,
programaticas e sociais fundamentadas em politicas publicas especificamente
desenvolvidas para reduzir e prevenir os riscos a saude mais comuns, em cada
localidade (OLIVEIRA; CRUZ, 2015)

2.4. Mycobacterium abcessus

O género Mycobacterium inclui espécies do complexo M. tuberculosis e
as denominadas Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT). Este ultimo grupo é
constituido por micro-organismos sapréfitos presentes no solo, agua e poeira e
sao capazes de sobreviver a condicbes extremas de nutrientes, pH e

temperatura pela formacao de biofilmes (MEDJAHED et al, 2010)

As MNTs podem ser classificadas de acordo com o tempo de
crescimento em Micobactérias de Crescimento Lento (MCL), que formam
colénias visiveis em meio soélido apds sete dias e em Micobactérias de
Crescimento Rapido (MCR), que apresentam colbnias visiveis em meio solido
de trés a sete dias. (MEDJAHED et al, 2010)

M. abscessus € uma MCR acromogena e apresenta colbénias com

morfologia rugosa a lisa. Historicamente, era considerada como subespécie de
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M. chelonae ou ainda considerada parte do complexo Mycobacterium fortuitum.
Desde 1993, é possivel distinguir essa espécie por meio da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) seguida de restricdo enzimatica do gene hsp65, com

sequéncias conservadas entre as espécies. (CATHERINOT et al, 2007)

M. abscessus € dividida em trés subespécies: M. abscessus sensu
stricto, M. massiliense e M. bolletii (ADEKAMBI, 2004). Entretanto, verificou-se
pela técnica de homologia DNA-DNA que M. massiliense e M. bolletii séo
geneticamente idénticas, sugerindo a jungao das espécies em uma subespécie,

M. abscessus subespécie bolletii.

Atualmente, esta espécie é dividida em duas subspécies: M. abscessus
subespécie abscessus e M. abscessus subespécie bolletii (LEAO, 2009). Este
grupo causa diversos tipos de infecgdes teciduais, sendo as infecg¢des
cutaneas e infec¢des pulmonares as mais comuns, principalmente em criangas,
pacientes imunocomprometidos e pacientes com doengas pulmonares cronicas
(LEAO, 2010).

M. abscessus € muito resistente, tanto in vivo como in vitro, a maioria
dos agentes quimioterapicos. No tratamento das infecgbes causadas por este
patdgeno, é necessaria a remogao do tecido lesionado, necrosado e também a
remocao de corpos estranhos como préteses de silicone e outros materiais. Em
pacientes com infecgdes pulmonares, as cirurgias podem ter papel importante
na cura, se for possivel realiza-las (WONGKITISOPHON et al, 2011).

Esta espécie € naturalmente sensivel a claritromicina, azitromicina e
amicacina, sendo esta ultima a mais importante no tratamento, devendo ser
combinada com a administragao de outros farmacos. Entretanto, pode ocorrer,
resisténcia a claritromicina, especialmente em casos de monoterapia, 0 que
pode se tornar um verdadeiro problema no prognoéstico dos pacientes
(GAYATHRI, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

v

Desenvolver bioprodutos derivados do extrato bruto das folhas de Talisia
esculenta Radlk. com potencial antimicrobiano.

3.2. Objetivos Especificos

v

Verificar o perfil fitoquimico do extrato bruto hidroetandlico a partir das
folhas de Talisia esculenta Radlk;

Obter informacdes estruturais do extrato bruto através de LC-MS e FIA-
ESI-IT/MS";

Avaliar o potencial antioxidante do extrato de Talisia esculenta Radlk em
diferentes concentracoes;

Avaliar a Estabilidade fisico-quimica das formulagdes e Controle de
Qualidade das formulagdes e extratos brutos

Verificar atividade biologica pela determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao Bactericida Minima (CBM) do
extratos brutos e dos bioprodutos.

Verificar o potencial irritativo do extrato de Talisia esculenta Radlk. frente
a hemacias;

Avaliacado da citotoxicidade celular do extratos bruto da folha de Talisia
esculenta Radlk

19



4.0. ARTIGO

v Artigo submetido a revista Fitoterapia (Qualis: A3; Fator de impacto:
2.431; ISSN: 0367-326X)
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A espécie Talisia esculenta Raldk € popularmente conhecida como pitomba. A
planta € comum em areas de matas umidas e secas do Norte ao Nordeste do
Brasil. A pitomba tem sido estudada devido a presenga de compostos
fitoquimicos que exercem uma série de atividades biolégicas como a atividade
antioxidante. Entretanto estudos com atividade antimicrobiana sado escassos.
Dessa forma, investigou-se a agao do extrato da folha dessa espécie frente a
cepas de fungos e bactérias e também uma micobactéria com o objetivo de
desenvolver uma nova alternativa terapéutica (antimicrobiano). O extrato foi
preparado por maceragdao do material vegetal. A atividade antioxidante foi
realizada pela metodologia de sequestro do radical DPPH. Utilizou-se a técnica
de microdiluicdo para determinacao da CIM e CBM. A atividade citotoxica foi
avaliada para reducao do sal de tetrazélio. Os bioprodutos desenvolvidos foram
creme anidnico 5% e creme vaginal 5%. Na analise cromatografica foram
identificados compostos como quercitina e acacetina. O extrato apresentou
atividade antioxidante dose-dependente, cujo percentual maximo foi de
18.41+0.18. O extrato da folha testado na concentragdo de 100mg/mL inibiu o
crescimento de bactérias como E. coli ATCC 25922, cujas CIM foi 25mg/mL, e
fungos, como C. albicans ATCC 90028, cujas CIM foi 3,125mg/mL. O Creme
aniénico 5% da folha também inibiu o crescimento de E. coli ATCC 25922, cuja
CIM foi idéntica ao do extrato bruto. O creme vaginal 5% do extrato da folha
também inibiu o crescimento de C. parapsilosis ATCC 22019. O extrato e
bioprodutos se apresentaram n&o irritativos frente a hemacias bem como as
culturas de células testadas (Macrofagos RAW 264.7). Os bioprodutos néo
apresentaram alteragbes fisicas de estabilidade significantes durante os
periodos de tempo analisados (30 e 60 dias). Dessa forma, o extrato e
bioprodutos apresentam atividade antimicrobiana notavel, bem como acgao
antioxidante, ndo apresentam acao irritativa para hemacias, bem como nao sao
toéxicos as células testadas, comprovando a seguranca toxicolégica. Os
bioprodutos mostraram-se potencialmente viaveis no desenvolvimento de
novos produtos para o tratamento de doengas infeciosas.

Palavras-chave: Talisia esculenta Radlk; Pitomba; Flavonodides; Atividade

antimicrobiana; Bioprodutos

20



1. INTRODUCAO

A familia Sapindaceae apresenta cerca de 141 géneros e 1.900
espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais (ACEVEDO-
RODRIGUEZ et al., 2017). No Brasil esta familia estd representada por
aproximadamente 418 espécies, distribuidas em 28 géneros, com 126 espécies
de ocorréncia na Mata Atlantica nordestina (BFG, 2015).

A espécie Talisia esculenta Radlk botanicamente é classificada em
perenifolia ou semidecidua e helidfita, caracteristica da floresta pluvial, a qual é
encontrada tanto no interior de matas densas primarias, como em formacodes
secundarias, mas sempre em varzeas aluviais e fundos de vales por quase
todo o Brasil, (LORENZI, 2016). Na regido Nordeste, T. esculenta € encontrada
nas capoeiras ralas de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (ACEVEDORODRIGUEZ,
2017).

A pitomba tem grande aceitagdo pela populagdo nordestina e pode ser
encontrada facilmente em feiras livres ou supermercados. Atualmente ndo se
tem plantio organizado para fins comerciais, e as arvores que existem sao de
ocorréncia natural. Pode ser consumida in natura, no qual se nota a polpa de
sabor doce e acido (SANTOS, T. C.; JUNIOR, J. E. N.; PRATA, A. P. N, 2012) .

As sementes de pitomba e oOleo essencial tém sido estudadas como
fonte de compostos que exercem uma série de atividades bioldgicas, como a
atividade inseticida, (FREIRE et al, 2012). A polpa do fruto apresenta atividade
antiproliferativa e antimutagenica (NERI-NUMA, 2014). Souza et al (2016)
verificou a atividade antioxidante e compostos bioativos no extrato metandlico

da polpa de pitomba.

Entretanto os estudos com atividade antimicrobiana nessa espécie sao
escassos ou inexistente com bactérias e/ou fungos de interesse clinico ao
homem. O que reforga a necessidade de investigacado e estudo dessa espécie
que se apresenta bastante promissora na elucidacao de novos compostos com

essa atividadade.
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2. METODOLOGIA

2.1. Coleta e identificagcao do material botanico

As folhas de Talisia esculenta Radlk. selecionadas foram coletadas
manualmente na area urbana do municipio de Sao Luis, Maranhao — Brasil, no
bairro Jodo Paulo. A coleta foi realizada no més de Dezembro de 2018 entre
6:00 e 7:00 da manha. Uma amostra da planta foi encaminhada ao Herbario
Atico Seabra da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Maranhéo

(UFMA) para ser identificada e catalogada sob o numero de registro 01266
2.2. Obtencao do extrato hidroetandlico

As folhas foram coletadas e limpas manualmente, em seguida secas em
temperatura ambiente. Posteriormente foram trituradas e pesadas. Apds a
trituragdo esses materiais foram adicionados a uma mistura hidroetanolica
(70% de etanol 1:4 m/v) deixando macerar em frasco rosqueado, ao abrigo de
luz a temperatura ambiente por trés dias com renovacado do solvente a cada
24horas e agitagdo ocasional segundo a metodologia proposta por Matos
(2009). As solugbes extrativas foram filtradas a vacuo usando funil de Buchner,
os filtrados foram evaporados em um evaporador rotativo sob pressao reduzida
e temperatura controlada a 40°C. Os materiais concentrados foram levados ao
freezer, adequadamente vedado e mantido até ser liofilizado para posterior
utilizacdo nos testes. Nos testes onde se aplicou o extrato, o mesmo foi

ressuspendido em agua estéril na concentragado de 100mg/mL.
2.3. Determinacao do teor de polifendis totais

O teor de fendis do extrato foi obtido utilizando 100 yL da solucédo do
extrato seco (2mg/mL) etanol, 100uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck®) e
1,0 mL da solugao de carbonato de sédio a 20% por duas horas em
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Concentragcbes de acido galico
(Merck®) foram utilizadas como padréo. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer®) A=760 nm. Os
resultados foram expressos em mg de acido galico por grama do EH. (Silva,
2010)
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2.4. Caracterizagcao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
Espectrometria de Massas (LC-ESI-IT-MS).

2.4.1. Analises de LC-MS

Para o HPLC-ESI-IT-MS / MS, foi realizada uma etapa de limpeza para
remover quaisquer contaminantes; a solucao foi purificada por extragdo em
fase solida (SPE) utilizando cartuchos Phenomenex Strata C18 (500 mg de
fase estacionaria) que foram previamente ativados com 5 mL de MeOH e
equilibrados com 5 mL de MeOH: H20 (1: 1, v / v). Os compostos foram
eluidos dos cartuchos utilizando 1 mL de MeOH: H20 (1: 1, v/ v) com um
volume final de 5 mL. As amostras foram entéao filtradas através de um filtro
PTFE de 0,22 um e secas. O extrato foi diluido para 10 uyg / mL em solvente
HPLC. Aliquotas de 20 uL foram injetadas diretamente no LC-ESI-IT-MS
(ROCHA et al 2014).

A analise foi realizada em um LC-ESI-MS-MS on-line e em um
espectrdmetro de massa LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A coluna analitica
utilizada para a separacéo por LC foi um Kinetex® C18 (2,1 x 100 mm, 100 A e
5 ym). A andlise foi realizada com agua contendo 0,1% de &cido férmico (A) e
acetonitrila + 0,1% de acido férmico (B) acrescidos de 0,1% de acido formico
em gradiente exploratdrio, iniciando com 10% a 100% em 6 minutos a vazao de
0,4. mL / min. A amostra foi infundida no espectrdmetro de massa do sistema
de HPLC, onde a amostra foi analisada on-line pelo ESI-MS em modo negativo
e o detector UV associado. Os dados do espectro de massa foram obtidos no
mesmo espectrometro de massa Fleet LCQ da Thermo Scientific ® (ROCHA et
al 2014).

2.4.2 Andlises FIA-ESI-IT-MSn

Para o ensaio de FIA-ESI-IT-MSn a infusdo de fluxo direto das amostras
foi realizada em um analisador de armadilha idGnica linear Thermo Scientific
LTQ XL equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray (ESI), em modo
negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). EUA). Utilizou-se tubo capilar de aco
inoxidavel a 280°C, voltagem de 5,00 kV, voltagem capilar de -90 V, lente
tubular de -100 V e fluxo de 5 pyL min-1. Andlise de varredura completa foi

registrada na faixa m / z de 100-1000. Fragmentagdes de multiplos estagios
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(ESI-MSn) foram realizadas usando o método de dissociagao induzida por
colisdo (CID) contra hélio para ativagdo de ions. O primeiro evento foi um
espectro de massa de varredura completa para adquirir dados sobre ions
naquele intervalo de m / z. O segundo evento de varredura foi uma experiéncia
de MS / MS realizada usando uma varredura dependente de dados nas
moléculas [M-H] - dos compostos de interesse em uma energia de colisdo de
30% e um tempo de ativagdo de 30 ms. Os ions do produto foram entao
submetidos a fragmentacdo adicional nas mesmas condigdes, até que néao
mais fragmentos foram observados. A identificagcdo dos diferentes compostos
no perfil cromatografico do extrato hidroetandlico foi realizada pela comparagao
dos tempos de retencdo e dos espectros UV com os dados da literatura.
(ROCHA et al, 2014)

2.5. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada através do sistema de reducgao do
radical DPPH. A solugao estoque foi preparada na concentracdo de 60 uM em
MeOH com absorbancia inicial de aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517 nm),
a temperatura ambiente. O extrato foi solubilizados em MeOH na concentragéo
inicial de 2000 ug.mL-1, a partir dessa concentragao foram feitas sucessivas
diluicbes de acordo com a reatividade da amostra. As concentragdes variaram
de 5 a 50 yg.mL-1. A mistura reacional na cubeta foi composta pela adigdo de
1950 pL da solugao do radical DPPH em 50 pyL da amostra diluida em varias
concentragcdes (SILVA, 2010). No teste com o branco as amostras foram
substituidas por metanol. A absorbancia foi medida no primeiro minuto da
reacao (t = 1), e monitorada nos primeiros 5, 10 e 20 min. A atividade de
sequestro do DPPH também foi expressa por meio da concentragdo minima
efetiva para reduzir a 50% da concentragao inicial. A porcentagem de inibigao
dos radicais DPPH® (Ipppy) para cada amostra foi calculada de acordo com a

equacao (equagéao 1).

Equacao 1 — Porcentagem de inibigao do radical DPPH

AbsA

AbsB)] ¥ 100

Ipppu% = [ 1 "(
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Onde: AbsA e AbsB sao as absorbancias da amostra e do controle (branco) no

término da reagao respectivamente.
2.6. Atividade antimicrobiana
2.6.1. Selecao das cepas bacterianas e fungicas

As amostras bacterianas e fungicas sao oriundas do Laboratério de
Microbiologia Clinica — Departamento de Farmacia da Universidade Federal do
Maranhao. Para realizagdo dos testes foram utilizados micro-organismos
padrdao (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 e Salmonella enteretidis ATCC 13076, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC
14053 e Candida albicans ATCC 90028. lIsolados clinicos de Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida albicans, Candida tropicalis. E

Mycobacterium abscessos.
2.6.2. Preparo das suspensoées microbianas

Os micro-organismos foram inicialmente reativados a partir das suas
culturas originais e mantidos em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 35°C
por 24h para amostras bacterianas e 48h para amostras fungicas.
Posteriormente, cultivou-se as amostras em placas de Agar Nutriente a 35°C
pelo tempo descrito anteriormente. Coldnias isoladas foi entdo ressuspendida
em 3mL de solugdo fisiolégica (NaCl 0.9 %) esterilizada até atingir uma
turbidez equivalente na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) (CLSI,
2013).

2.6.3. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicao
segundo a metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). As placas de 96 pogos estéreis foram
preparadas com 150uL de caldo BHI e 150uL do produto a ser testado seguido
de diluicbes seriadas, cada in6cuo de bactéria e fungo foi transferido para os
pocos e levados a estufa a 35°c por 24horas (bactérias) e 48h (fungos), apos o
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periodo de incubacido adicionou-se o revelador de crescimento resazurina a
0,1% e realizada a leitura apés 4horas de incubagao. Foi utilizado no controle
positivo de amostras bacteriana o cloranfenicol 0,02 mg/mL e para as amostras
fungicas, Nistatina 100.000 Ul/mL. A CIM sera a menor concentragdo da

solugado onde nao houve crescimento bacteriano visivel. (CLSI, 2013)

2.6.4 Determinagcao da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e

Concentragao Fungicida Minima (CFM)

Foram utilizadas as placas incubadas para determinagcdo da CIM em
meio liquido para determinacdo da CBM e CFM. Uma algada de cada poco foi
inoculada em placas de Agar Mieller Hinton e posteriormente incubadas em
ambiente a 35°C por 24h/48h. As CBM’s e CFM'’s foram consideradas para a
menor concentragdo da solugdo onde ndo houve crescimento celular sobre a
superficie do agar inoculado (99,9% de morte microbiana ou fungica) (CLSI,
2013).

2.6.5. Controle de qualidade microbiolégico

O extrato e bioprodutos foram diluidos na proporcdo 10" em solugado
NaCl 0.89% e posteriormente retirou-se 1,0 mL da solugdo para analise de
contagem de micro-organismos heterotréficos pela técnica de Pour Plate em
meio PCA (Himedia®), técnica dos tubos multiplos pela inoculagédo de 1,0 mL
da solucdo em meios Lauryl (Merck®), Verde brilhante (Coliformes totais)
(Himedia®) e EC <caldo (Coliformes termotolerantes) (Himedia®)
respectivamente. Fez-se também a pesquisa para verificacdo de crescimento
fungico pela técnica de Spread Plate em meio Saboraud (Merck®), através da
retirada de 100 uL da solugdo e espalhamento com alga de Dringalski na
superficie do meio. As placas de PCA e Saboraud foram encubadas em estufa
bacteriolégica 37°C por 24 horas e até 48 horas para as placas de meio
Sabourad. Os tubos multiplos foram levados ao banho maria SI 150 (Solab®)
em temperatura controlada de 37°C por 24 horas para os meios Lauryl e Verde
brilhante e EC caldo 44, 5°C 24 horas. Todos os testes foram realizados em

triplicata para cada amostra analisada (BRASIL, 2010).
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2.7. Avaliagao da Atividade Irritativa frente a hemacias

2.7.1. Isolamento das hemacias (Preparo da suspensao de hemacias):

O sangue de carneiro foi centrifugado a 3000 rpm por um periodo de 15
minutos, posteriormente o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, as
hemacias foram lavadas com tampdo fosfato-salino (PBS) por 3 vezes e
centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos a cada lavagem, para retirada de
tracos de plasma e de outras impurezas. Apds o processo de lavagem, as
hemacias foram ressuspendidas em PBS suplementado com 10mmol/L de

glicose na concentragdo de 8 x 109 cél./mL. A solucéo foi conservada a 4°C.

2.7.2. Avaliagao da ICso (50% de inibigdo de atividade hemolitica):

O extrato e os bioprodutos de Talisia esculenta foram preparados na
concentracdo de 100 mg/mL (extrato/ PBS), posteriormente froam realizadas
diluicdes seriadas em 6 tubos contendo 1mL de PBS (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32). Apds a diluigdo, foi adicionado a suspensdo de hemacias em 975uL de
cada uma das diluigdes. Logo apds, o periodo de incubagao, as diluigdes foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 1 minuto, o sobrenadante foi decantado em
cubeta de 1cm sendo medida a absorbancia contra o branco (substancia-teste
diluida em PBS). Os resultados foram comparados com o tubo totalmente

lisado pela agua destilada que sera utilizada como controle positivo.

2.7.3. Hemodlise

A partir dos dados obtidos no estudo da ICsy, foram elaboradas as
curvas dose-resposta referente ao extrato em estudo. As diluicbes (1, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32), foram incubadas com 25uL da suspensdao de hemacias em
PBS por 10 minutos a temperatura ambiente com agitagdo constante. Ap6s 10
minutos, foram centrifugadas a aproximadamente 10.000 rpm durante 1 minuto
e o grau de hemodlise foi determinado no sobrenadante com a leitura a 540nm
contra o branco. As leituras obtidas foram comparadas com a leitura do tubo
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totalmente lisado pela agua destilada, de forma a calcular a concentragao

efetiva que causa 50% de hemolise (Hsp). O teste foi realizado em triplicata.
2.7.4. Desnaturacao (ID):

Foi preparada uma solugao mae do extrato de Talisia esculenta em PBS
na concentracdo de 10mg/mL, foi adicionado 975 uL da solugdo mae em tubos,
apds adicionou-se 25uL de suspensdo de eritrocitos e incubou-se por 10
minutos a temperatura ambiente em agitagdo constante. Apdés 10 minutos,
foram centrifugadas a aproximadamente 10.000 rpm durante 1 minuto. O
sobrenadante foi decantado em cubeta de 1cm. Posteriormente, mediu-se a
absorbancia nos comprimentos de onda de 540 e 575nm contra o branco
(extrato de Talisia esculenta diluido em PBS). A absorbancia medida a 575nm
(a) foi dividida pela absorbéncia medida a 540nm (B), obtendo assim a
proporcdo o/f. Esta proporcdo foi usada para caracterizar o indice de
desnaturacao da hemoglobina (ID) (DINIZ, 2006). Equacéo para obtencao do

indice de Desnaturagao
(|D)°A)= (R1 -Ri)/(R1 -Rz)X1 00

Onde: Ry: proporgdo o/f da hemoglobina; R;: proporgdo a/ff da substancia-
teste; Ry: proporgao a/f do SDS a 0,1%.

2.8. Avaliagao da Citotoxicidade

A viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com o extrato de Talisia
esculenta foi avaliada pelo ensaio colorimétrico baseado na reducao do sal de
tetrazolio, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H tetrazdlio)
(SIGMA-ALDRICH) (MOSMANN, 1983). Para tal, as células (1x10° cel/mL)
foram cultivadas em placas de 96 pocos e fundo chato, e incubadas por uma
hora em meio RPMI, a 37 °C, com atmosfera contendo 5% de CO2. Apds esse
periodo, as células foram tratadas com a concentragcao da CIM do extrato por
24 horas. Passado o tempo de incubagéao, foram adicionados 10 uL de MTT (5
mg/mL) as culturas, e apdés 3 horas de incubagdo com o MTT foram
acrescentados 100 yL de SDS a 10%. A placa foi incubada overnight em
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temperatura ambiente, livre da luz, para entdo ser feita a leitura da densidade
optica (DO), a 540 nm. Para determinagao da viabilidade celular foi comparada
com o grupo controle negativo, sem tratamento, e para controle positivo as

células foram tratadas com Triton X-100.
2.9. Manipulacao dos bioprodutos

Os bioprodutos foram manipulados de acordo com as formulas contidas
no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012) para as

bases de creme anidnico Il e Creme vaginal, com adaptac¢des (Tabela 01).

O processo de obtengao das formulagdes farmacéuticas obtidas a partir
do extrato das folhas de Talisia esculenta teve a patente requerida pelo
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) sob o N° N° BR 10 2019
010186 5

Tabela 01 — Componentes das formulagcdes desenvolvidas a partir do extrato

bruto de Pitomba: Creme anibnico 5% e Creme Vaginal 5%.

Creme anidnico 5% Creme vaginal 5%
Glicerina Propilenoglicol
Agua destilada q.s.p. Edetato dissodico
Alcool cetoestearilico e Agua purificada q.s.p.
Cetilestearilsulfato de sodio (9:1)
Oleo mineral Estearato de octila
Cetiol Cera autoemulsionante ndo iénica
Extrato 5% (50mg/mL) Butil-hidroxitolueno

Ciclometicona
Extrato 5% (50mg/mL)
Fonte: Elaborado pelo autor (2019)
As formulagdes foram preparadas para obtencdo de 100g. O creme
vaginal teve seu pH ajustado para 4,5 com acido latico. Todas as formulagdes
foram desenvolvidas com a auséncia de conservantes normalmente utilizados

na constituicdo dos excipientes.

2.10. Analise de estabilidade fisico-quimica e controle de qualidade das

formulacdes farmacéuticas
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Foram realizados testes e adaptagées em conformidade com a RDC n°
67, de 8 de Outubro de 2007 que dispde sobre as Boas praticas de
manipulagéo de preparag¢des magistrais e Oficinais para uso humano, seguindo
as normas preconizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

As andlises com os testes citados abaixo foram realizadas com os
bioprodutos logo apés a formulacéo (t=0), 30 e 60 dias apos a formulagéo (=30
e t=60). No momento apos a formulacdo os testes foram realizados em
temperatura ambiente. Nos momentos t=30 e t=60, os testes de pH e
caracteristicas organolépticas foram realizados em 3 ambientes com condi¢gdes
de temperatura distintas: 21+2°C (ambiente), 4.8+2°C (geladeira) e 37+2°C

(estufa) para todos os bioprodutos separadamente.
2.10.1 Teste de centrifugagao

As amostras das formulagdes foram submetidas ao teste de estabilidade
pelo método de centrifugacdo onde pesou-se 10g dos produtos e adicionados
em tubos de ensaio cdnico graduado e submetidos a rotacdo de 3.000 rpm

(Fanem®, Excelsa Baby |) durante 30 minutos.
2.10.2. Avaliagoes organolépticas

As amostras foram visualmente observadas quanto as alteragdes de
odor, homogeneidade e cor, em duas etapas, uma no dia da elaboragao das
férmulas, 30 dias apdés o acondicionamento nas temperaturas 5+2°C
(Geladeira), 21£2°C (temperatura ambiente) e 37£2°C (em estufa) e 60 dias,

nas mesmas condigdes.
2.10.3. Determinagao de pH

Para a determinagao do pH as amostras foram preparadas da seguinte

maneira:

Apoés elaboragao da férmula, utilizou-se o pH-metro para verificar o pH
das formulacdes, apos obter o resultado verificou se estava adequado, caso
houvesse necessidade de corregao, adicionar acido lactico na formulagao em
agitacao leve e verificar novamente no pH-metro até obter um pH adequado, no
Tempo zero (T0), apos o acondicionamento por 30 e 60 dias nas temperaturas
5+2°C (Geladeira), 21£2°C (temperatura ambiente) e 37+2°C (em estufa). A
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amostra para esta analise foram coletadas diretamente das formulagdes

preparadas.

2.10.4 Determinagao de viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando o viscosimetro rotativo
microprocessado (Quimis®, Q860M21), esta técnica permite medir
eletronicamente a forga de tor¢do ja convertida em viscosidade. A analise foi
avaliada 30 e 60 dias apds o acondicionamento em temperatura ambiente,
utilizando o Spindle (rotor 4) em rotagdo de 30 rpm e 23,6°C na porcentagem
de leitura em 50% (desempenho 6timo do fio de torcdo espiral) sendo a faixa

de leitura anotada em cP (centipoise).
2.11. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias e
foram analisados utilizando teste de Mann-Whitney. Todas as discussodes
estatisticas foram realizadas no nivel de 95% (p<0,05) de significancia

utilizando software GraphPad Prism 6.0.
3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teor de Polifendis

O teor de polifendis totais obtido no extrato bruto de Talisia esculenta
apresentou 0,12+0,06 mg de acido galico/g de extrato. Neri-numa et al (2014)
analisaram a polpa da pitomba onde o valor de polifendis totais foi de
105,84+2,05mg de acido galico/g. O teor na casca e semente foi analisado por
Souza (2016) encontrando  0,363x0,04mg e  0,091mg+0,001mg
respectivamente. Dessa forma, o teor de compostos fendlicos parece variar de

acordo com o farmacégeno da planta.

3.2. Analise por LC-MS e FIA-ESI-IT-MS
A analise por LC-MS e FIA-ESI-IT-MS do extrato da folha da pitombeira

mostrou a presenca de diversos compostos como mostra a tabela 02:
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Tabela 02 - Compostos identificados por LC-MS e FIA-ESI-IT-MS do extrato da
folha de Talisia esculenta Radlk.

N° [M-H] Ms" Componentes
1 191 167 Acido Quinico
2 179 135 Acido Cafeico
3 169 125 Acido Galico

4 289 245, 205, 203, 179, 125, 109 Catequina

5 609 301 Rutina

6 283 268, 240, 151, 107 Acacetina

7 301 273, 257, 229, 179, 151 Quercitina

[M-H]- (m/z): Massa por carga de ions; MSn : Spectrometria da Massas de cada fragmento; NI:
Fragmento N&o Identificado. Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

O acido quinico(1), caféico(2) e galico(3) fazem parte da familia dos
acidos fendlicos. Os acidos fendlicos sdo algumas das substancias que
constituem o grupo dos compostos fendlicos e caracterizam-se por terem um
anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de
hidroxila ou metoxila na molécula, que conferem propriedades bioldgicas, entre
elas a antioxidante (SOARES, 2002).

Os acidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma isolada,
podem também se ligar entre si ou com outros compostos. A combinagdo mais
importante destes acidos ocorre com o acido caféico(2), o qual, associado ao
acido quinico, origina o acido clorogénico, um dos fendis mais biologicamente
ativos (GARAMBONE et al, 2007).

O acido clorogénico apresenta um amplo espectro de atividades
biolégicas, tais como: antioxidante, antimicrobiano, estimulante de utilizagao da
glicose hepatica, antipirética e anti-inflamatéria (SCHWAB et al, 2001; FARAH
et al 2005; GIRALDO et al 2007).

32



O acido cafeico, também conhecido como acido 3,4-diidroxicinamico é
um dos metabdlitos mais amplamente distribuido em tecidos vegetais. Ele é
normalmente encontrado como uma variedade de derivados incluindo amidas

simples, ésteres, ésteres de agucar e glicosideos (FARAH et al 2005).

Os derivados do acido cafeico na forma de ésteres e amidas possuem
um amplo espectro de propriedades bioldgicas, entre elas a antioxidante e
hepatoprotetora. A atividade antimicrobiana também é incluida, onde o acido
cafeico € utilizado em alimentos para inibir o crescimento de Clostridium
botulinum. O complexo cafeico-lisozima possui agao contra E. coli e S. aureus
(FARAH et al 2005).

A rutina, acacetina e quercitina sdo compostos que pertencem ao grupo
dos flavonoides e apresentam uma série de atividades biologicas. A rutina (5)
pertence a subclasse dos flavondis e apresenta um dissacarideo (raminose +
glicose) ligados a posicao 3 do anel pirano (BECHO, GUERRA, 2009). Sao
descritas varias atividades biolégicas para a rutina como sua atividade anti-
candida (HAN, 2009), efeito anticonvulsivante em ratos (NASSIRIASL,
SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008), efeito anti-inflamatério (GUARDIA et
al., 2001) e antioxidante (OLIVEIRA, 2015)

A quercetina € um flavonéide amplamente difundido na natureza cuja
denominacdo ¢é 2-(3,4-dihidrixifenil)3,5,7-trihidroxil-4H-1-benzo-piran-4-ona
pela IUPAC (RICE-EVANS, MILLER, 1996). Além de sua capacidade
antioxidante, a quercetina também apresenta propriedade antiviral, anti-
inflamatdria, antiproliferativa e antimicrobiotica (KAWAII et al., 1999). Neri-
Numa et al., 2014 identificou alguns flavonoides como a miricetina e quercetina,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) no extrato da polpa

de pitomba.

Souza et al 2016 ao analisar a polpa da pitomba por LC-MS encontrou
0s mesmo compostos desse estudo, acido quinico, acido galico, acido

clorogénico, acido cafeico, entre outros.
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3.2. Desenho molécular dos compostos identificados no extrato da folha

de Talisia esculenta

Acido Quinico Acido Cafeico

Acido Galico

Rutina Acacetina

HO O
OH

OH

Catequina

T OH
OH O
Quercitina

3.3. Atividade antioxidante do extrato de Talisia esculenta Radlk.

O extrato das folhas de Talisia esculenta foi testado frente a capacidade

de sequestrar o radical DPPH (Tabela 03), onde a porcentagem de inibigao

desse radical variou diretamente proporcional ao aumento da concentragado do

extrato, que aumentou de 1.46+0.13% na concentragdo de 5 pg.mL™ para
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18.41+0.18% na concentragao de 50 pg.mL'1, sendo esse ultimo o pico maximo

de de inibicdo do radical DPPH nas concentracdes testadas de extrato.

Tabela 03 — Percentual de Atividade Antioxidante do extrato bruto das folhas de

Talisia esculenta Radlk.

CONCENTRAGAO TEMPO (min)
(ng.mL") 1 min 10 min 20 min
5 ug.mL" 1.46£0.13 1.15£0.06 0.95+0.08
10 pg.mL" 5.310.06 4.48£0.22 3.330.02
25 pg.mL"! 11.5520.47 11.1520.38 10.78£0.53
50 pg.mL" 18.4120.18 17.6820.33 17.5210.22

Valores médios + desvio padrao. Fonte: Elaborado pelo autor (2019)

A acdo antioxidante esta intimamente ligada aos compostos presentes
no extrato da folha, sobretudo os flavonoides, que sao os metabdlitos mais
ativos nessa atividade. A alta atividade antioxidante da quercetina, por
exemplo, se deve a habilidade de impedir os processos radicalares nas células
através acao sequestradora de O, pela reagdo com radicais peroxil, inibindo
assim a peroxidacao lipidica e pela agdo quelante de ferro diminuindo a
formacdao de OH™ (JOVANOVIC et al., 1994). A rutina também apresenta
importante atividade antioxidante que se deve ao fato de poder atuar como
sequestradora de O% e quelante de ferro (GRINBERG et al., 1994).

A correlagdo entre a atividade antioxidante do extrato da folha (%) e a
concentragdo de extrato (Grafico 1) utilizada apresentou a equagao da reta
y=0.3618x+1.0416 (R?=0.9697) que corresponde a uma alta correlagdo dose
resposta. A CEsg para o extrato foi de 4.37 pg.mL™ que é a concentragdo de
extrato necessaria para atingir 50% de atividade. Neri-Numa (2014) ao estudar
a polpa da pitomba encontrou uma CEsy de 9.56 pg.mL'1 . Esses resultados
foram superiores ao apresentado pelo antioxidante padrdao BHT (CES50 de
70,11 pg.mL) (NAVES, 2014)

JUNIOR e colaboradores ao testar a capacidade antioxidante pelo
método do DPPH das cascas do fruto Nephelium lappaceum L., espécie

vegetal também da familia Sapindaceae e conhecida como Rambuta,
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observaram que o mesmo possue CEsp = 373,72 ug/mL. Esses frutos também
apresentam compostos fendlicos (taninos e flavonoides) que sao responsaveis

por essa acgao biologica, tal como no extrato de Talisia esculenta

Grafico 1 — Relagdo entre a porcentagem de inibicdo do DPPH versus a

concentracao do extrato da folha de Talisia esculenta Radlk
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.4 Controle de Qualidade Microbiolégico do extrato bruto e
Bioprodutos manipulados

Os padrdes de qualidade microbiolégicos foram avaliados para o extrato
bruto da pitomba e bioprodutos derivadas do extrato (creme aniénico 5% e
creme vaginal 5%) logo ap6s a elaboragdo dos mesmos, observando-se

auséncia de quaisquer contaminantes conforme a tabela 04.

Os limites de contaminacdo microbiolégica sao estipulados pela
Farmacopeia Brasileira para a qualidade microbiolégica de formulagbes
fitoterapicas de até < 10°UFC/mL para fungos e 3 x 10> UFC/mL para bactérias
(ANVISA, 2012).
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Tabela 04 - Controle de qualidade microbioldgico do extrato bruto e das
formulacdes de Talisia esculenta Radlk. (apos elaboragéo/T=0)

Anidlise presuntiva Micro-organismos = Coliformes Coliformes Anidlise
Heterotréficos totais termotolerantes fangica

Produtos Caldo Lauryl Plate Count Agar Verde Caldo EC Agar
brilhante Sabourad

Extrato bruto - - - - -

Creme anidnico - - - - -
5%

Creme vaginal - - - - -
5%

(-):auséncia de micro-organismos. Fonte: elaborado pelo autor (2019)

3.5. Atividade antimicrobiana do extrato da folha de Talisia esculenta
Radlk..

O extrato foi ressuspendido em agua estéril e testados na concentracao
de 100mg/mL, frente a cepas de bactérias e a micobactéria Mycobacterium

abscessos (Tabela 05).
Tabela 05 - Atividade antibacteriana do extrato das folhas de Talisia esculenta

Radlk. na concentracdo de 100mg/mL

Micro- CIM CBM CN
organismo

Escherichia coli 25mg/mL - -
ATCC 25922
Pseudomonas - -* -
aeruginosa
ATCC 27853
Staphylococcus 25mg/mL -* -
aureus
ATCC 25923
Mycobacterium 12,5 mg/mL -* -
abscessos

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CBM: Concentrac&o Bactericida Minima; CN: Controle Negativo
(Cloranfenicol 0,1%); (-): auséncia de crescimento bacteriano. (-*): Auséncia de CBM.
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O extrato da folha de pitomba inibiu o crescimento de todas as cepas de
bactérias testadas, com excegdo da Pseudomonas aeruginosa,que nao
apresentou sensibilidade ou é resistente ao extrato. As CIM ’s variam entre
12,5mg/mL e 25mg/mL, onde Mycobacterium abscessos apresentou a melhor
CIM. Esses micro-organismos sao grande interesse clinico, visto que séo as

principais causadoras de infec¢gdes em varios sitios do organismo humano.

O extrato da folha tem potencial para se tornar uma nova alternativa
terapéutica frente aos M. abscessos, visto que essa micobactéria € de
crescimento rapido e responsavel por varias infecgdes de tecidos moles. Esse
micro-organismo possui resisténcia intrinseca e adquirida a alguns farmacos
comumente usados no tratamento. A resisténcia intrinseca € atribuida a uma
combinagdo da barreira de permeabilidade do complexo envelope celular de
multiplas camadas, sistemas de exportagdo de medicamentos, alvos de
antibidticos com baixa afinidade e enzimas que neutralizam antibiéticos no
citoplasma. (NESSAR et al 2012)

Até o momento, a resisténcia adquirida do M. abscessos foi observada
apenas para aminoglicosideos e macrolideos, que é conferido por mutagdes
que afetam os genes que codificam os alvos do antibiético. Com isso,
necessita-se com urgéncia de novas alternativas terapéuticas para o

tratamento de males causados pelo M. abscessos. (NESSAR et al 2012)

As pesquisas com atividade antibacteriana com Talisia esculenta sao
bastante escassos, a quase totalidade esta restrito a estudos etnobotanicos.
Alguns desses mostram que a Talisia esculenta é utilizada para tratar infecgoes
de bactérias gram-positivas no trato digestério. (MATHABE et al 2006;
YASUNAKA et al 2005).

O extrato mostrou atividade antimicrobiana tanto em cepas gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923) quanto em gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922), sugerindo atividade inibitéria de amplo

espectro. O extrato ndo possuem CBM, conferindo atividade bacteriostatica

Nos testes realizados com fungos (Tabela 06), o extrato da folha inibiu o
crescimento de todas as cepas. A Candida albicans ATCC 90028 foi a cepa

mais sensibilizada com o extrato da folha, cuja CIM foi 3,125 mg/mL, seguido
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pela Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, cujas
CIM’s foram 6,25mg/mL. O extrato ndo obteve valor de CFM, sugerindo assim

atividade fungiostatica.

O extrato dessa forma também ¢é bastante eficaz frente a uma cepa de
importante interesse clinico (Candida albicans), cuja causa infec¢des
principalmente em mulheres, tais como a candidiase (vulvovaginal e oral) que,
sdo consideradas as duas formas mais comuns de infec¢des fungicas
oportunistas (FIDEL, 2002). Numerosos estudos indicam que C. albicans é
mais frequente do que as espécies de ndo C. albicans, respondendo por 80 a
90% dos casos (DAN et al 2002; MARTENS et al 2004).

Entretanto, nos ultimos anos, tem-se observado um aumento na
frequéncia das espécies de nao C. albicans, principalmente C. glabrata e C.
krusei (FERRAZZA et al 2005; OZCAN et al 2006).

SANTOS et al 2010 ao avaliar a atividade antimicrobiana de Dilodendron
bipinnatum (Sapindaceae), frente a C. albicans observou uma atividade

moderada de inibicdo de crescimento do fungo.

Tabela 06 — Atividade antifungica do extrato da folha de Talisia esculenta

Radlk. na concentracdo de 100mg/mL

Micro-organismo CIM CFM CN
Candida 6,25mg/mL -* -
parapsilosis
ATCC 22019
Candida krusei 6,25mg/mL -* -
ATCC 6258
Candida albicans = 12,5mg/mL -* -
ATCC 14053
Candida albicans = 3,125mg/mL -* -
ATCC 90028
Candida 50mg/mL -* -
parapsilosis IC
Candida glabrata | 12,5 mg/mL -* -
IC
Candida albicans = 12,5mg/mL -* -
IC
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Candida tropicalis = 50mg/mL -* -
IC

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima; CN: Controle Negativo
(Nistatina 100.000Ul); (-): auséncia de crescimento fungico. (-*): Auséncia de CFM.

Freire (2001) reportou em seu estudo que lectinas extraidas da semente
de Talisia esculenta foram capazes de inibir o crescimento de Fusarium

oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae.

Um possivel mecanismo para essa atividade esta relacionada aos
flavonoides que tem sido identificados e caracterizados como agentes
antifungicos, antivirais e antibacterianos (TAGURI, 2004). O extrato da folha de
Talisia esculenta como demonstrado nas analises por LC-MS anteriormente

apresentam 3 flavonodides.

Estudos também mostram que existe um sinergismo desses compostos
com outras moléculas antimicrobianas. Ao correlacionar a atividade
antibacteriana com a estrutura molecular dos flavondides em seu nivel
estrutural, Taguri (2004) mostrou que os flavonoides tem potencial contra o

crescimento desses micro-organismos.

Um possivel mecanismo para a agao antimicrobiana € a capacidade do
flavondide de interagdo com a membrana plasmatica, inibindo sua funcao, e
consequentemente levando a destruicdo da integridade celular. Alguns
flavonoides também podem inibir a atividade de DNA girase, e outros podem
inibir o metabolismo energético bacteriano (CUSHNIE, LAMB, 2006)

Os flavondides tem sido empregados experimentalmente em conjunto
com alguns antibidticos sintéticos conhecidos como amoxicilina, clavulina e
ampicilina e os resultados mostram que a acado antibacteriana destes
antibidticos foi potencializado. Essa combinagdo com antibidticos
convencionais pode ser uma nova estratégia para o desenvolvimento de

terapias contra bactérias (LIN et al., 2005).
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3.6. Atividade antimicrobiana dos bioprodutos manipulados a partir do
extrato da folha de Talisia esculenta Radlk.

O creme anidnico 5% formulado com o extrato da folha foi testado frente
a quatro micro-organismos (Tabela 07). E. coli e S. aureus apresentaram o
mesmo valor de CIM (25mg/mL), seguido por C. albicans que obteve o melhor

valor de CIM (12,5mg/mL) para o creme da folha

A ineficacia do extrato contra P. aeruginosa pode estar relacionado a
membrana externa da bactéria que representa uma barreira contra substancias
ativas presentes no extrato oriundos de plantas medicinais (URZUA et al.,
1998).

Batista et al 2012 testou cremes formulados a base Mauritia flexuosa L.
em infecgdes por bactérias gram-positivas e negativas em ratos e constatou
que o creme inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus, mas nao inibius E.

coli.

Nesse sentido, o creme 5% pode ser util no tratamento de infecgcdes de
pele de maneira direto ou associada com outros farmacos, visto que € o érgao
mais acessivel e exposto do corpo humano, sendo, portanto, um dos 6érgéos
mais sujeitos a infec¢des. Staphylococcus aureus e Escherichia coli s&o
exemplos de micro-organismos da microbiota transitoria da pele. Uma les&o ou
ferimento se tornam propicios ao surgimento de infecgbes oportunistas por
essas bactérias. (PIGNATARI, A.C.C., MAMIZUCA, E.M, 2013).

Tabela 07 — Atividade antimicrobiana dos cremes anidnicos 5% formulados

com o extrato da folha de Talisia esculenta Radlk

E. coli (atcc 25922) P. aeruginosa (arcc 27853 S. aureus (atccose23y  C. albicans (arcciaoss)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM
Creme
anidnico 5% 25 mg/mL -* - -* 25 mg/mL - 12,5mg/mL -

CIM: Concentracgédo Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima; CN: Controle Negativo (Base do creme); (-):
auséncia de crescimento fungico. (-*): Auséncia de CBM. (-**): Auséncia de CFM. Fonte: Elaborado pelo autor (2019)
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O creme vaginal 5% elaborado com o extrato da folha de Talisia
esculenta foi testado frente a fungos padrao (Tabela 08) e de isolados clinicos
(Tabela 09). O creme vaginal 5% da folha apresentou valores de CIM que
variaram entre 6,25mg/mL a 50mg/mL. A ag¢ado dos bioprodutos é fungiostatica

devido a auséncia de CFM.

Os resultados mostram que o creme vaginal é eficiente no tratamento de
infeccbes fungicas como a candidiase, podendo ser utilizados também em

associagao com farmacos ja comumente usados.

A candidiase € uma das causas mais comuns de infeccdao do trato
genital feminino. E caracterizada por apresentar um exsudato branco, cuja
principal manifestagdo € o prurido vulvar intenso, causado pela producdo de
micotoxinas (MURRAY, 2002).

Segundo Galle e Gianinni (2004), candidiase é a segunda causa mais
frequente de vulvovaginite em mulheres na idade adulta. Estudos mostram que
75% das mulheres terdo, pelo menos, um episédio de candidiase vulvovaginal

ao longo de suas vidas.

O numero de farmacos para o tratamento das infecgdes fungicas é
relativamente pequeno; isto decorre do fato de que os fungos sdo organismos
eucariotos o que dificulta o desenvolvimento de compostos especificos para
células fungicas (MURRAY et al., 2002). E somado a isso o surgimento de
cepas resistentes, principalmente as substancias azdlicas, tem dificultado a
terapéutica da candidiase. Dessa forma novas alternativas terapéuticas, como

o extrato de Talisia esculenta sao necessarios.

A Candida parapsilosis (ATCC 22019) foi a cepa mais sensivel entre os
fungos padroes. Essa espécie de Candida é a segunda espécie mais
frequentemente isolada dos pacientes. Além de ser altamente prevalente, sua
biologia difere marcadamente da C. albicans. (GUNTHER et al 2014)

Nas ultimas décadas, a prevaléncia combinada de espécies de Candida
nao-albicans superou as infec¢des por Candida albicans em varias regidoes em
todo o mundo. Destaca-se assim a necessidade de desenvolver um tratamento

eficaz e prevenir futuros surtos. (GUNTHER et al 2014)
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Bittencourt 2008 em seu trabalho desenvolveu cremes vaginais
utilizando como base o creme Lanette® a base de prépolis vermelha frente a
cepas de C. albicans. A formulagao inibiu o crescimento do fungo apresentando

halo de inibicdo em torno de 16 mm.

A acéo anti-fungica pode estar relacionado com os flavonoides, cujos
tem sido identificados e caracterizados como agentes antifungicos (TAGURI,
2004).

Tabela 08 — Atividade antifungica do creme vaginal formulado com o extrato da
folha frente a fungos padrao.

C. parapsiIOSIS(Ach 22019) C. krusei (ATCC 6258 ) C. albicans (ATCC 14053) C. albicans (ATCC 90028)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Creme
vaginal 5% 6,25 mg/mL -* 50 mg/mL =¥ 12,5 mg/mL -* 50mg/mL -

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima; CN: Controle Negativo
(Base do creme vaginal); (-): auséncia de crescimento fungico. (-*): Auséncia de CFM. Fonte: Elaborado
pelo autor (2019)

Para as cepas de isolados clinicos (Tabela 09) o creme vaginal do
extrato da folha apresentou valores de CIM’s que variaram entre 12,5mg/mL e
50mg/mL. O melhor de CIM foi para a C. glabrata. O creme vaginal da folha

nesse sentido apresenta melhor sensibilizagdo de isolados clinicos.

Os cremes anidnicos sdo as melhores bases para formulagdes de uso
prolongado por possuirem alta permeagéo na pele (KEMPFER, 2010). As
diferengcas dos valores entre o extrato bruto e as formulagcdes podem ser
decorrentes de uma difusdo nao tao eficiente das moléculas ativas do extrato

nas bases utilizadas paras os bioprodutos.
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Tabela 09 — Atividade antifungica do creme vaginal formulado com o extrato da
folha frente a fungos de isolados clinicos.

C. parapsilosis(c) C. glabrata (¢, C. albicans ¢, C. tropicalis
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CN
Creme
vaginal 5% 50 mg/mL  -* 12,5 mg/mL -* 25mg/mL ¥ 50 mg/mL -* -

CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima; CN: Controle Negativo
(Base do creme vaginal); (-): auséncia de crescimento fungico. (-*): Auséncia de CFM. Fonte: Elaborado
pelo autor (2019)

3.7. Avaliagao da atividade hemolitica do extrato bruto da folha de Talisia
esculenta Radlk.

Os valores de ICsp, expressos em mg/mL, representam a concentragcao
do extrato necessaria para causar 50% de hemolise (Hsp) em hemacias sadias.
O indice de desnaturacéo (ID) e a razdo Hsy/ID possibilitam classificar o

produto quanto ao seu potencial irritativo de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 10 — Valores padrao de classificagao do potencial irritativo

IN VIVO IN VITRO (Hs0/ID)
Nao Irritante >100
Irritante Leve =10
Irritante Moderado >1
Irritante Severo >0.1
Irritante Maximo <0.1

Os valores dos indices citados acima para o extrato foram:

44



Tabela 11 - Valores de Hsg, ID e razéo Hso/ID do extrato das folhas de Talisia
esculenta Radlk. e das bases utilizadas para manipulagédo dos bioprodutos

Produto Hso ID(%) Hso/ID Nivel de
Irritabilidade
Extrato da 471,25 1,26 371,73 NI
Folha
Base — creme ND ND ND NI
aniénico
Base — creme ND ND ND NI
vaginal

Hso - dose efetiva que causa 50% de hemolise; ID — indice de Desnaturagdo; H50/ID — razdo utilizada
para classificagdo do potencial de irritagdo; NI — Nao Irritante ND — Nao determinado;

O resultado do extrato bruto para a relacdo HDs5¢/ID indica que os
mesmos possuem baixa taxa de hemdalise, resultando em uma baixa toxicidade
nao gerando irritabilidade as hemacias. As informacbes das bases dos
bioprodutos sobre agdo hemolitical/irritativa foram consideradas as constantes

em bula.
3.8. Analise de estabilidade e controle de qualidade dos bioprodutos

Por apresentarem propriedades reconhecidamente terapéuticas, os
fitoterapicos, e mais comumente, os extratos vegetais, vém sendo incorporados
em formulagdes dermatolégicas. Contudo, em relagdo ao controle de
qualidade, a insergao destes insumos vegetais ativos em férmulas magistrais
ou industriais, requer maior controle de qualidade e padronizagéo na produgao
destas formulacdes, ressaltando a importdncia das caracteristicas fisico-

quimicas destes produtos (Pianovski, 2008).

A estabilidade dos bioprodutos foi analisada no momento em que foram
produzidos e nos primeiros 30 e 60 dias pds-produ¢cao em variadas condigdes
de temperatura para observar o comportamento fisico e quimico das

formulacgdes.

O creme anibnico apresentou valor de pH semelhante e compativeis
com o pH da pele. As caracteristicas organolépticas mostram caracteristicas ja

esperadas para o extrato e para os bioprodutos: aspecto e textura cremosa,
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com odor caracteristico, coloracao caracteristica uniforme. O Teste de
centrifugacdo demonstrou que as formulagdes permaneceram estaveis
fisicamente apos o teste, sem alteracdo de cor, mudancga de fase e formacéao

de precipitacéao.

O creme vaginal teve seu pH corrigido para 4,5 ap6s a formulagéo cujo
apresentou caracteristicas organolépticas compativeis para o bioproduto. Apos

o teste de centrifugacéo as formulagdes também permaneceram inalteradas.

Tabela 12 - Testes de controle de qualidade dos bioprodutos logo apos a

formulacdo em temperatura ambiente

Bioprodutos pH Caracteristicas Centrifugacao | Viscosidade
Organolépticas
Creme anidnico 6,0 Cremoso, com odor | Manutengdo de | 34801 cPs
5% caracteristico, coloragao | caracteristicas iniciais
esverdeada e uniforme. (cremoso) e auséncia
de alteragéo de cor ou
mudanga de fase e
auséncia de
precipitacao
Creme Vaginal 4,5 Cremoso, com odor | Manutengéo de | 31661 cPs
5%, caracteristico, coloragéo | caracteristicas iniciais
esverdeada uniforme. (cremoso) e auséncia de
alteragdo de cor ou
mudanga de fase e
precipitagéo

Fonte: elaborado pelo autor (2019)

Apos 30 dias o creme anidnico (Tabela 13) apresentou variacées de pH,
onde o ambiente frio (geladeira) teve a maior variagdo (pH=6,5). A viscosidade
também apresentou variacdo de valor, indicando que o bioproduto ficou mais
viscoso. Apods 60 dias (Tabela 13) observou-se novas variagdes de pH, onde o
ambiente frio teve novamente a maior variagao (pH= 6,9). Temperaturas baixas

parece ser o principal fator para o aumento do pH do creme anidnico da folha.

Gelaleti et al 2019 ao estudar a estabilidade de formulagcbes
dermatoldgicas contendo extrato de Pelargonium graveolens observou que o
pH ficava mais acido no ambiente da geladeira, onde ao longo de 90 dias, o pH

chegou ao valor de 4,21.

O ambiente da estufa nao apresentou variagdo de pH apdés 60 dias,
indicando que a formulagcdo mantém em pH estavel em altas temperaturas por
longos periodos. com

Considerando que vivemos em regido tropical
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temperaturas na maior parte do tempo acima de 30°, as formulacdes

possivelmente se manterao estaveis ao clima nordestino.

O teste de centrifugacdo mostrou que mesmo apés 60 dias a formulagao
se manteve integra e estavel fisicamente em temperatura ambiente. Isso pode
esta relacionado a qualidade das matérias primas. A textura da formulacao

nesse momento apresenta-se menos firme e mais fluida.

O teor de polifendis também apresentou pouca variagao de quantidade,
0 que sugere que o bioproduto mantém suas propriedades biolégicas, como a
antioxidante e a atividade antimicrobiana eficazes e preservadas por longos
periodos. Montagner & Frasson (2007) em seu estudo de estabilidade com
formulagcdes a base de hidroquinona constataram que a base anibnica e a
associacdo dos antioxidantes metabissulfito de sddio a 0,1 % e vitamina E a
0,5 % foi o sistema que se manteve quimicamente estavel por maior periodo de
tempo, a hidroquinona. A base dos cremes de Talisia esculenta (anibnico)
desse estudo também podem ser responsaveis pela estabilidade dos

polifendis.

Tabela 13 - Avaliagao da estabilidade apds 30 e 60 dias do creme anidnico 5%

a base do extrato bruto da Folha de Talisia esculenta Radlk.

30 dias 60dias
21+2°C 4.8+2°C 37+2°C 21+2°C 4.8+2°C 37+2°C
(ambiente) (geladeira) (estufa) (ambiente) (geladeira) (estufa)
Ph 6,3 6,5 6,3 6,4 6,9 6,3
Caracteristicas Cremoso;  odor | Cremoso e firme; | Cremoso e | Cremoso; odor | Cremoso e firme; | Cremoso e
Organolépticas caracteristico; odor levemente fluido; | caracteristico; odor fluido; odor
coloragao caracteristico; odor coloragao caracteristico; caracteristico;
esverdeada coloragao caracteristico; esverdeada coloragao coloragao
uniforme esverdeada coloragéo uniforme esverdeada esverdeada
uniforme esverdeada uniforme uniforme
uniforme

Centrifugacao Manutengéo de - - Manutengao de -
caracteristicas caracteristicas
iniciais iniciais
(cremoso); (cremoso);
auséncia de auséncia de
alteragao de alteragéo de
cor/mudancga de cor/mudanca de
fase; auséncia de fase; auséncia de
precipitacao precipitagédo

Viscosidade 34801 cPs - - 35245 cPs -
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Teor de

0,115+0,06 - - 0,112+0,06 -

Polifendis Totais
(mg de acido galico/g
de extrato seco)

(-):Nao testado. Fonte: Elaborado pelo autor (2019)

Alguns estudos de estabilidade com formulagbes incorporadas de
extratos vegetais mostram que o pH em temperaturas baixas apresentam
pouca ou nenhuma alteragcdo, o que indica que as alteragdes de pH dos
bioprodutos possam ser uma caracteristica particular do extrato da pitomba
(GARCIA et al 2009; SOUSA, FERREIRA 2010; VELASCO et al 2008).

O comportamento fisico-quimico do creme vaginal foi semelhante aos
demais. Temperaturas altas ndo provocaram alteragdo de pH importante em
nenhum dos cremes vaginais. Dessa forma, esses bioprodutos ndo provocaram
alteragdes no microambiente da vagina no que se refere a mudangas de pH em

temperaturas altas.

Os valores de pH dessa formulagdo também variaram com baixas
temperaturas nos periodos de tempo avaliados. As demais caracteristicas da
formulacdo permaneceram estaveis. A textura também apresentou variagéo
com as temperaturas.

Tabela 14 - Avaliagéo da estabilidade apos 30 e 60 dias do creme vaginal 5%
a base do extrato bruto da Folha de Talisia esculenta Radlk.

30 dias 60dias
21+2°C 4.8+2°C 37+2°C 21+2°C 4.8+2°C 37+2°C
(ambiente) (geladeira) (estufa) (ambiente) (geladeira) (estufa)
Ph 4,5 4,7 4,5 4.5 4,9 4,6
Caracteristicas Cremoso; odor | Cremoso e firme; | Cremoso e | Cremoso; odor | Cremoso e firme; | Cremoso e
Organolépticas caracteristico; odor levemente fluido; | caracteristico; odor fluido; odor
coloragao caracteristico; odor coloragao caracteristico; caracteristico;
esverdeada coloragéo caracteristico; esverdeada coloragéo coloragéo
uniforme esverdeada coloragéo uniforme esverdeada esverdeada
uniforme esverdeada uniforme uniforme
uniforme
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Centrifugacéo Manuteng&o de
caracteristicas

iniciais
(cremoso);
auséncia de
alteragao de
cor/mudancga de
fase; auséncia de
precipitacao

Viscosidade 31661 cPs

Teor de 0,12+0,06
Polifendis Totais
(mg de acido galico/g
de extrato seco)

(-):Nao testado. Fonte: Elaborado pelo autor (2019)

3.9. Avaliagao da Citotoxicidade

Manutencao de
caracteristicas
iniciais
(cremoso);
auséncia de
alteracao de
cor/mudanca de
fase; auséncia de
precipitagéo

32359cPs

0,118+0,06

As analises de toxicidade celular obtidos mostraram que o extrato da

folha de Talisia esculenta Radlk. ndo se apresenta toxica a cultura de células

testada (macréfagos humanos), sendo essas diferentes estatisticamente ao

controle positivo. Em 24horas de tratamento o extrato das folhas de Talisia

esculenta apresentou uma toxicidade de 1,80%

12,5mg/mL.

na concentracdo de

A amostra é considerada citotoxica apenas quando o percentual de

viabilidade das células expostas é inferior a 70% (TEIXEIRA et al., 2005;
CERQUEIRA et al., 2008).

100+
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20+
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Grafico 3 - Toxicidade do extrato da folha de Talisia esculenta em macréfagos humanos. Dados
expressos em meédia _+ desvio padrao do percentual de citotoxicidade para quatro individuos
em ftriplicata; * p< 0,05, para o teste de Mann-Whitney, comparado ao controle positivo. C+:
Controle positivo; CN: Controle negativo; EHTe: Extrato hidroetandlico de Talisia esculenta.

Esses resultados corroboram com o estudo de Fraga (2018) que avaliou
a atividade citotoxica da polpa e casca de Talisia esculenta em culturas de
células de fibroblastos onde a viabilidade celular permaneceu acima de 80%

para ambos os extratos.

Ventura et al 2006 ao estudar a citotoxicidade em celulas animais
induzida pela ac&o da lectina de sementes de Talisia esculenta em células vero
(rim de macaco verde africano) observou que as células tratadas com a lectina
tiveram perda da integridade da membrana plasmatica, retragdo celular,
condensagdao da cromatina, fragmentagdo nuclear e formacédo de corpos

apoptaticos.

Ressalta-se que a avaliagdo da citotoxicidade é fundamental para
estabelecer o quanto os bioprodutos podem ser toxicos para uma determinada
célula. Assim, os resultados obtidos por meio deste, podem ser analisados para
definir a possibilidade de ensaios in vivo, estabelecendo uma margem de

segurancga para o produto.

4.0. Conclusao

Dessa forma o extrato bruto das folhas de Talisia esculenta Radlk
possuem fitocomponentes que possuem relagcdo direta com as atividades
biologicas testadas, visto que s&o relatadas na literatura. A atividade
antioxidante apresenta acgao superior a de antioxidantes padroes e €
diretamente proporcional a concentragdo do extrato e relacionada com os
compostos fendlicos identificados por LC-MS. O extrato e os bioprodutos
derivados apresentaram importante atividade antimicrobiana com micro-
organismos de importancia clinica para o ser humano. A atividade hemolitica
comprovou-se que o extrato e bioprodutos nédo sao irritativos as hemacias. E
que o extrato bruto ndo é toxico a células testadas, entretanto novos estudos

sdo necessarios com outras culturas de célula. Os bioprodutos mostraram-se
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potencialmente viaveis no desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento de doengas infeciosas e apresentaram boa estabilidade fisico-

quimica-microbioldgica que assegura a qualidade e eficacia dos mesmos.
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5.0 - CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que que o extrato bruto das folhas de
Talisia esculenta Radlk. apresentam compostos que ja sdo relatados na
literatura (acidos fendlicos e flavondides) e que possuem relagao direta com as
atividades biologicas testadas. A atividade antioxidante apresenta acéo
superior a de antioxidantes padaos e ¢€ diretamente proporcional a

concentracao do extrato.

O extrato e os bioprodutos derivados apresentaram importante atividade
antimicrobiana frente cepas de bactérias e fungos (padréo e isolados clinicos)

de importancia clinica para o ser humano.

Com a investigagéo da atividade hemolitica comprovou-se que o extrato
e bioprodutos ndo sao irritativos as hemacias. E que o extrato bruto ndo é
téxico as células testadas. Sugerindo assim que o produto apresenta

seguranga toxicoldgica.

As formulagbes farmacéuticas (bioprodutos) mostraram-se
potencialmente viaveis no desenvolvimento de novos produtos para o
tratamento de doengas infeciosas e apresentaram boa estabilidade fisico-

quimica e microbiolégica que assegura a qualidade e eficacia dos mesmos.
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