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RESUMO

Ziziphus joazeiro Mart., conhecido popularmente como juazeiro, apresenta-se como uma das espécies
endémicas do bioma caatinga, e é utilizada na medicina popular como expectorante, no tratamento de
bronquites e de ulceras gastricas, na fabricacdo de cosméticos, xampus anticaspa e creme dental e na
alimentacdo de animais principalmente nos periodos de seca. Este trabalho teve como objetivo
identificar o perfil quimico, o potencial antioxidante, a atividade antiomicrobiana, antiparasitaria,
gastroprotetora e cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZJ).
O perfil quimico foi mensurado a partir de métodos colorimétricos e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), a atividade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH e FRAP, a acdo
antimicrobiana e antiparasitaria foi testada através do método de microdiluicdo em caldo, o potencial
gastroprotetor foi investigado a partir dos modelos classicos de lesdo gastrica (etanol absoluto, etanol
acidificado e indometacina) e a atividade cicatrizante foi avaliada através da inducéo de lesdes no
dorso de ratos e quantificada através da velocidade de fechamento e percentual de contracdo de
feridas. Os polifendis e flavonoides presentes nesse extrato foram quantificados por métodos
colorimétrico em 183,14 mg equivalentes de acido galico / g de extrato e 7,37 mg equivalentes de
quercetina / g de extrato, respectivamente. O resultado para ensaios de DPPH e quelante de ferro, in
vitro, demonstrou CE50 735,72 pg/mL, explicado, em parte, pela presencga de fendis e flavondides na
sua composicdo. A atividade antibacteriana do EHFZJ apresentou Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) maior que 1024 pg/mL, porém, nos ensaios modulatorios apresentou atividade sinérgica em
associacdo com antibidticos da classe dos aminoglicosideos, diminuindo a resisténcia bacteriana
guando associado a amicacina e gentamicina frente a linhagem de Enterobacteriaceae aerogenis. O
EHFZJ apresentou, durante os ensaios, um potencial antiparasitario contra a forma promastigota de L.
braziliensis com 1C50 316.28 ug/mL, epimastigota de T. cruzi com IC50 214.12 pg/mL, além de
demonstrar baixa citotoxidade frente a fibroblastos com IC50 de 119.34 ug/mL. Para realizacdo dos
ensaios in vivo foi determinada a DLs, 0 qual, ndo demonstrou registros de ébitos entre os animais
tratados oralmente com o EHFZJ em doses de 5000 mg/kg. Nos modelos de lesdo gastrica induzida
por indometacina, etanol e etanol acidificado, 0 EHFZJ mostrou efetividade na dose de 400 mg/kg
comprovando a sua atividade gastroprotetora. Porém, no teste de barreira fisica observou-se que
apenas a via de administragdo oral é efetiva quando comparada a via intraperitoneal, 0 que permite
concluir que o mecanismo de gastroprotecdo do EHFZJ se da por acdo tdpica e ndo sistémica. No teste
para avaliacdo do potencial cicatrizante, os grupos testados (creme base, EHFZJ 100, 200 e 400 mg/g),
ndo demonstraram diferenca estatistica significante em relacdo ao controle (creme base) para
velocidade de fechamento e percentual de contracdo da ferida nos tempos de observagéo (0, 3, 7, 11 e
14 dias). Os resultados demonstraram que 0 mecanismo da gastroprotecdo se da por aumento da
barreira, de muco, protetora. Apesar da presenca de taninos e flamondides, a formulacdo creme
incorporada ao EHFZJ ndo apresentou agdo cicatrizante estatisticamente significante. Os resultados
obtidos neste estudo permitem concluir que o extrato hidroalcodlico das folhas de Ziziphus joazeiro
Mart. possui agdo antiparasitaria e antimicrobiana significantes.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro, atividade gastroprotetora, atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante, atividade antiparasitaria, perfil quimico, atividade cicatrizante.



ABSTRACT

Ziziphus joazeiro Mart., popularly known as juazeiro, is presented as one of the endemic species of the
caatinga biome, and is used in folk medicine as an expectorant in the treatment of bronchitis and
gastric ulcers, in the manufacture of cosmetics, dandruff shampoos and toothpaste and animal feed
mainly in periods of drought. This study aimed to identify the chemical profile, antioxidant potential,
antiomicrobiana activity, antiparasitic, gastroprotective and healing the alcoholic extract of the leaves
of Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZJ). The chemical profile was measured from colorimetric methods
and High Performance Liquid Chromatography (HPLC), the antioxidant activity was evaluated by
DPPH and FRAP method, and antiparasitic, antimicrobial action was tested by the broth microdilution
method, the potential gastroprotective was investigated from the classic gastric lesion (absolute
ethanol , acidified ethanol and indomethacin) models and healing activity was assessed by induction of
lesions on the backs of rats and quantified by closing speed and percentage of wound contraction. The
polyphenols and flavonoids present in this extract were quantified by colorimetric methods in 183.14
mg gallic acid equivalent/g of extract and 7.37 mg of quercetin equivalents/g of extract, respectively.
The DPPH test results for iron chelator and in vitro demonstrated EC50 735.72 mg/mL, partly
explained by the presence of phenols and flavonoids in the composition. The antibacterial activity of
EHFZJ presented Minimum Inhibitory Concentration (MIC) greater than 1024 mg / mL, but the
modulatory assays showed synergistic activity in combination with aminoglycoside class antibiotics,
decreasing bacterial resistance when combined with amikacin and gentamicin front line of
Enterobacteriaceae aerogenis. The EHFZJ presented during rehearsals, an antiparasitic potential
against the promastigote of Leishmania braziliensis with 1C50 316.28 mg/mL, epimastigote of
Tripanossoma cruzi with 1C50 214.12 mg/mL, in addition to demonstrating low cytotoxicity against
fibroblasts with 1C50 of 119.34 mg/mL. For the tests in vivo was determined LD50, which did not
show records of deaths among animals treated orally with EHFZJ at doses of 5000 mg/kg. In models
of gastric lesions induced by indomethacin, ethanol and acidified ethanol, EHFZJ showed
effectiveness at a dose of 400 mg/kg proving its gastroprotective activity. However, the physical
barrier test, it was observed that only the oral route of administration is effective when compared to
intraperitoneally, leading to the conclusion that the mechanism of gastroprotection EHFZJ is given by
the topical and non-systemic action. In the test to evaluate the healing potential of the tested groups
(cream base, EHFZJ 100, 200 and 400 mg/g), showed no statistically significant difference compared
to control (cream base) for closing speed and percentage of wound contraction in time points (0, 3, 7,
11 and 14 days). The results demonstrated that the mechanism of gastroprotection occurs by
increasing the barrier mucus, protective. Despite the presence of tannins and flamondides, the cream
formulation incorporated into EHFZJ no statistically significant healing action. The results obtained in
this study allow us to conclude that the hydroalcoholic extract of Ziziphus joazeiro Mart. have
significant antiparasitic and antimicrobial action.

Keywords: Ziziphus joazeiro, gastroprotection, antimicrobial, antioxidant, antiparasitic, chemical
profile, healing.
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O presente trabalho teve como objetivos principais avaliar a composicao
quimica do extrato das folhas de Ziziphus joazeiro Mart (EHFZJ) e investigar suas possiveis
acOes biologicas através de ensaios in vivo e in vitro. Foi avaliada sua atividade
gastroprotetora, cicatrizante, antioxidante, antimicrobiana e antiparasitaria. Os resultados e
discussdo desta dissertagdo foram distribuidos em dois capitulos, de acordo com 0s objetivos

propostos.

O capitulo 1 aborda o perfil quimico do extrato hidroalcodlico das folhas de
Ziziphus joazeiro Mart., sua capacidade antioxidante frente ao método do DPPH e quelante de
ferro, seu potencial antimicrobiano e antiparasitario. A atividade antimicrobiana foi avaliada
pela concentracdo minima inibitéria frente as cepas bacterianas de Staphylococus aureus,
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, e cepas fungicas de Candida krusei, Candida
Tropicalis e Candida albicans. Investigou-se a atividade modulatéria do EHFZJ, frente as
cepas multirresistentes dos mesmos microorganismos, em associacdo com os antibioticos:
amoxicilina, ciprofloxacina, benzilpenicilina, gentamicina, amicacina e vancomicina, e
antifungicos: mebemdazol, benzilmetronidazol e nistatina. O potencial antiparasitario foi
mensurado pela atividade antiepimastigota (T. cruzi), antipromastigota ( L. infantum) e
antipromastigota ( L. braziliensis). O teste de citotoxicidade foi realizado através do

percentual de sobrevivéncia dos fibroblastos.

O capitulo 2 apresenta a analise quantitativa por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) do EHFZJ em relacdo a composicdo de composto fenolicos e
flavondidicos. A partir dos relatos de uso popular e da descricdo da composicdo do EHFZJ
apos CLAE nossa investigacdo foi direcionada para a avaliacdo de uma possivel atividade
gastroprotetora e cicatrizante. Foi realizado teste para determinacdo da DLsy que ndo
demonstrou efeito téxico do EHFZJ para os animais tratados oralmente até a dose de 5000
mg/kg, garantindo assim a seguranca para a pesquisa das atividades propostas em modelos

animais.

O potencial gastroprotetor foi avaliado através dos modelos de inducédo de
lesBes gastricas por etanol, etanol acidificado e indometacina. O EHFZJ foi administrado nas
doses de 100, 200 e 400 mg/Kg. Para avaliacdo da atividade sisttmica do extrato, foi
realizado teste de barreira fisica com a concentracdo de 400 mg/kg por via oral e
intraperitoneal. A atividade cicatrizante foi mensurada através da producéo cirdrgica de lesdes

cutaneas no dorso de ratos que foram tratadas com um controle negativo (creme base) e EHFZ



nas concentragfes de 100, 200 e 400 mg/g por um periodo de 14 dias. A avaliacdo do
potencial cicatrizante se deu pela observagdo de caracteristicas macroscépicas das lesdes e das

médias do percentual de contracdo e velocidade de fechamentos das feridas.
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1.INTRODUCAO

1.1 O uso de produtos naturais

Desde os anos 70 a Organizacdo Mundial de Salde tem reconhecido a
importancia da medicina tradicional como uma alternativa disponivel no descobrimento de
novos medicamentos (MOTA, 2009). O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes ounico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Oemprego
de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigoguanto o surgimento da
espécie humana. Ainda hoje, nas regides mais pobres do pais eaté mesmo nos grandes centros
urbanos brasileiros, plantas medicinais sdocomercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas emquintais residenciais (MACIEL et al., 2002). E, apesar do enorme
desenvolvimento da sintese quimica atualmente, 25% das drogas prescritas no mundo séo de
origem vegetal. Trinta por cento das novas substancias quimicas descobertas entre 1981 e
2002 sdo produtos naturais ou derivados desses (CARVALHO, 2006).

Essa pratica é fortemente observada na Floresta Nacional do Araripe —
Apodi (FLONA), que é classificada como Mesorregido do extremo sul do estado do Ceard, e
esta localizada no Semi-Arido do Nordeste brasileiro (NACIONAL, 2011). A vasta riqueza e
diversidade natural encontrada nesse bioma justificam o crescente uso dos produtos oriundos
dessa regido pela populacdo local, tornando-se cada vez mais necessario a investigacao
cientifica dos seus efeitos farmacoldgicos para assegurar suas atividades bioldgicas e seu uso

racional e seguro pelos usuarios.

A resolucdo-RDC no. 14/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA define medicamentos fitoterapicos como aqueles preparados exclusivamente com
plantas ou partes de plantas medicinais (raizes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes),
devendo estes, possuirem propriedades reconhecidas de cura, prevencgdo, diagnostico ou
tratamento  sintomatico de enfermidades, validadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizagdo, registros técnicos e cientificos ou ensaios clinicos. A
aplicagéo da ciéncia e da tecnologia no estudo das plantas medicinais tem dado credibilidade
e valor ao seu uso terapéutico, e, portanto tem tornado crescente a sua utilizacdo e

recomendac&o pelos profissionais de saude (BRASIL, 2010).



A utilizagdo de produtos naturais remete ao surgimento da civilizagdo
humana, e eram o0s produtos minerais, animais e vegetais a base da terapéutica para
enfermidades. O advento da revolucdo industrial trouxe consigo o desenvolvimento da
quimica organica, o que possibilitou a obtencdo de produtos puros e modificacdes estruturais
necessarias para obtencdo de farmacos mais seguros. A partir dai houve a incorporacgdo e
primazia dos produtos sintéticos no mercado farmacéutico (RATES, 2001).

Paralelo a supremacia dos produtos sintéticos surgiu o dominio dessa préatica
pelas grandes companhias farmacéuticas, o que por sua vez encareceu e dificultou o seu uso.
As populacdes mais distantes dos centros de salde e com poucos recursos para a aquisicdo
dos medicamentos viram-se obrigadas a buscar terapias alternativas como forma de
tratamento, através, principalmente do uso de plantas medicinais da sua regido, o que
rapidamente levantou a questdo da automedicacdo e do conhecimento deficiente acerca da
eficacia e seguranca desses produtos naturais (VEIGA-JUNIOR, 2008).

O crescente uso de produtos naturais e o potencial valor financeiro agregado
a esse setor trouxeram a tona a necessidade de maiores investigacdes acerca dos mesmos. A
base para as pesquisas tem sido a crenca popular e aplicabilidade dos tratamentos caseiros.
Além disso, segundo Calixto (2003), os produtos naturais sdo utilizados como matéria-prima
na sintese de moléculas complexas de interesse farmacoldgico, o que despertou o interesse da
industria farmacéutica a nivel mundial, e por ser o Brasil um pais de imenso patrimdnio
natural este se tornou um grande desafio para o aproveitamento racional da sua

biodiversidade.

1.2 Ziziphus joazeiro Mart.

A Chapada do Araripe, classificada como Mesorregido, estd localizada no
semi-arido do nordeste brasileiro, possui altitude variando entre 700 e 900 metros,
compreende 103 municipios, sendo 25 municipios no Estado do Ceard, 18 municipios no
Estado de Pernambuco e 60 municipios no Estado do Piaui. Possui uma area total de 76.654,3
km? e populacio estimada em 1.806.529 milhdo de habitantes. No seu topo localiza-se a

Floresta Nacional do Araripe-Apodi, que abrange os municipios do Crato, Barbalha, Jardim,



Santana do Cariri e Missdo Velha, perfazendo uma area total de 38.262 hectares (BRASIL,
2011).

Rhamnaceae ¢ uma familia composta por cerca de 60 géneros e 900
espécies com distribuicdo em todo o globo, sendo composta por 23 géneros e 170 espécies na
Ameérica Tropical. O género Ziziphus possui cerca de 30 espécies (HEALD, 2004). Ziziphus
joazeiro, membro da familia Rhamnaceae, é uma &rvore de ocorréncia da Caatinga, sendo
popularmente conhecida como juazeiro (GIULIETTI et al., 2002). Apresenta consideravel
importancia econémica e ecoldgica. Suas flores apresentam-se como um importante recurso
alimentar para abelhas indigenas, sendo estas utilizadas na meliponicultura, atividade

alternativa de renda para produtores de certas areas da Caatinga (MARINHO et al., 2002).

A espécie apresenta grande potencial econdmico e importancia para a regiao
semi-arida, uma vez que suas folhas e frutos representam uma valiosa alternativa para os
animais no periodo da seca. Por ser uma das poucas plantas da caatinga que se mantém verde
durante todo o ano, constitui uma provisdo para o criador rural, pela alimentacdo que
proporcionada ao gado. Constitui um valioso recurso alimentar para bovinos, caprinos e

suinos, por apresentar elevado teor de proteina bruta. (CARVALHO, 2007).

Além disso, na medicina popular, € bastante utilizada em tratamentos de
gastrites, gripes, contusfes e ferimentos; a raspa da entre-casca é rica em saponina, sendo,
portanto empregada na producéo de sabdo. E também aproveitada para a fabricacdo de creme
dental, como ténico capilar na sua forma macerada e a madeira é recomendada para lenha,
carvao e marcenaria (SILVA e MATQOS, 1998). O seu uso em xampus e em creme dental se
deve a presenca de saponinas em varias partes da planta, substancia esta, reconhecida pelas
suas propriedades detergentes e alelopéaticas (OLIVEIRA et al., 2009).

Nesta especie as partes mais utilizadas sdo as folhas, cascas, entrecascas,
frutos e raizes, as suas principais indicacdes sdo como febrifugo, bactericida, analgésico,
cicatrizantes topico; calutério para cavidade oral, gengivites, higiene bucal, j& que possui
propriedade de retirar a placa dentaria, tbnico hepético e cardiaco, adstringente, diurético,
tonico capilar para seborréia e alopécia, caspa e para a limpeza do couro cabeludo e dos fios

capilares, afecgdes respiratorias bacterianas superiores, tosse, bronquite (LIMA et al., 2006).

Diversas plantas medicinais tém entre 0s seus constituintes, compostos

flavondides que podem atuar limitando a agdo de fatores agressivos ou promover o0 aumento



da resisténcia da mucosa estomacal, embora ambas as atividades possam acontecer em
simultaneo, sendo eficazes no tratamento de problemas gastricos (BORRELI e 12Z0O, 2000).
Os produtos naturais além de serem potenciais fitoterapicos para os distirbios estomacais
também se apresentam como uma boa alternativa aos medicamentos convencionais usados
nessa pratica devido ao seu baixo custo, sendo assim mais acessiveis a populacdo de baixa
renda (FERREIRA et al., 2008).

Estudos evidenciaram alguns dos efeitos farmacoldgicosde plantas
pertencentes a familia Rhamanaceae. Alvarenga (2008) descreve o gel de Hovenia Dulcis
como possuindo efeito cicatrizante, Moreira (2013) comprovou o potencial antioxidante de
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, Wahida et al. (2007) evidenciou o efeito
antiulcerogénico do extrato aquoso de Zizyphus l6tus em ratos, Rosas et al. (2007) conclui
que Ampelozizyphus amazonicus contém compostos potenciais para uso como agentes

quimioprofilaticos contra T.cruzi.

1.3 Lesoes Gastricas

O estdbmago ¢ considerado um dos principais 6rgdos envolvidos na digestéo,
mecanismo este responsavel pela captacdo de nutrientes a partir dos alimentos e sua
conversdo em energia, necesséaria para todos os processos vitais. E um 6rgdo sacular que
comporta de 1,2 a 1,5 L, podendo ter o seu volume expandido até 3 litros. Apresenta pH entre
0,9 e 2,0 (4cido), localiza-se logo abaixo do diafragma, conectando o esdfago ao duodeno. E
subdividido em cinco regides: corpo, fundo, antro, esfincter pilérico e cardia (Figura 2), tendo
como camadas de revestimento, em ordem de profundidade, a camada serosa (mais externa), a
muscular, submucosa e, mais internamente, a camada mucosa. Revestimento este, semelhante
ao restante do trato gastrointestinal (ABBAS, VINAYKUMAR e FAUSTO, 2005).

O HClI secretado pelo estbmago e a pepsina séo os agressores fisioldgicos da
mucosa gastrica, mas além deles ha outros agentes que podem causar lesdo, tais como sais
biliares regurgitados, alimentos muito quentes ou com elevada osmolaridade, ma nutricéo, o
alcool, estresse, uso de antiinflamat6rios ndo-esteroidais entre outros (CARVALHO, 2006).
Portanto, faz-se necessario que a mucosa desenvolva mecanismos que a defenda desses

agentes que causam injdria do tecido.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Diafragma

O muco eliminado pelas células parietais forma uma camada em todo o
interior da mucosa que se comporta como a linha primordial de defesa desse tecido (barreira
fisica), ele é composto por glicoproteinas (5%), que ddo ao muco uma textura viscosa, e agua
(95%) (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). Além disso, as células da mucosa
estomacal estdo em constante renovacao, a sua substituicdo completa acontece a cada dois ou
quatro dias, através do processo de extrusdo e apoptose, de forma continua, breve e sem
interrupcao e funcdo da barreira de epitélio (DHARMANI et al., 2009).

Segundo Wallace e Granger (2008), a protecdo da mucosa estomacal ainda
envolve fatores como: a secrecdo de pepsina e gastrina (estimulam a secrecdo de muco),
secrecdo de bicarbonato (estimulada pelas prostaglandinas, L-glutamato, L-aspartato, L-
leucina, entre outros), secrecdo de prostaglandinas eaumento do fluxo sanguineo (conseguida
principalmente através da atividade vasodilatadora do ¢xido nitrico, que aumenta a
disponibilidade de bicarbonato e protege a mucosa da difusio retrograda do ion H*. Ha ainda
compostos e enzimas antioxidantes que também estdo incluidas na sustentacdo da integridade

estomacal.

As doencas géastricas sdo oriundas de um desequilibrio entre fatores
agressores e protetores da mucosa estomacal (Figura 1). Os agentes responsaveis pela lesdo
gastrica colaboram com esse desequilibrio, levando ao aumento dos agentes agressores (acido
e pepsina), diminuicdo dos mecanismos protetores (muco, bicarbonato, fluxo sanguineo) ou
ambos. Alcool, fumo, antiinflamatérios n&o esteroidais, isquemia ou diminuicdo do fluxo de
sangue, aumento da acidez, retardo no esvaziamento estomacal, estresse e infeccOes
bacterianas sdo 0s principais responsaveis pelo surgimento de lesdo na mucosa e

conseqlientemente, aparecimento da doenca gastrica (GUYTON e HALL, 2006).



Figura 1 - Possiveis causas da ulceracdo péptica
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Vérias sdo as enfermidades de acometem o estdmago, porém as que se
apresentam como um dos principais problemas de salde publica mundial sdo a gastrite e a
Ulcera péptica. A gastrite é a inflamacdo da mucosa estomacal, podendo ser ela aguda ou
cronica. O tipo agudo estd normalmente associado a ingestdo de antiinflamatorios, estresse,
fumo, alcool, infeccBes, trauma, alimentacdo, entre outros, porém apresenta-se como
transitdrio, ao contrario da forma cénica que é persistente e pode resultar em danos mais
severos para a mucosa, como atrofia ou metaplasia. O segundo tipo normalmente esta
associado a infecgdo por H.pylori, mas também pode ocorrer devido a outros fatores, como
dieta inapropriada, tabagismo, alcoolismo, medicamentos e ingestdo de substancias
corrosivas, estresse por traumas, procedimentos cirurgicos, septicemia, insuficiéncia hepatica,
irradiacdo (CHAMSEzet al., 2012).

Por definicdo, Ulceras sdo lesdes da mucosa gastrointestinal que consistem
na perda circunscrita de tecido, penetrando na camada muscular da mucosa. Quando formadas
no estbmago sdo chamadas Ulceras estomacais ou gastricas e quando formadas no duodeno

sdo chamadas de Ulceras duodenais. Contudo, tanto as Ulceras gastricas como as Ulceras



duodenais sdo comumente chamadas de Ulceras pépticas. A Ulcera péptica € uma doenca
heterogénea, com multiplos fatores envolvidos em sua génese. As hipoteses mais provaveis da
causa das doencas ulcerosas agrupam fatores genéticos, estilo de vida (fatores emocionais,
estresse, dieta alimentar, ingestdo de alcool), tabagismo, consumo de antiinflamatorios nao
esteroidais (AINEs), infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori), entre outros (BURCI e
SILVA, 2011).

Ainda segundo Burci e Silva (2011), a ulcera gastrica apresenta-se como um
dos disturbios mais comuns que afetam o sistema gastrintestinal. Pode ser descrita como uma
lesdo na mucosa do trato digestivo, que se estende através da camada muscular da mucosa até
a submucosa, ou ainda mais profundamente. Nesse tipo de lesdo mais profunda tanto os
componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células

do masculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos.

A terapia medicamentosa utilizada para o tratamento da gastrite e Ulcera
gastrica ndo € considerada ideal por apresentar elevada taxa de falha e muitos efeitos
colaterais em longo prazo. Ela consiste na utilizacdo de esquemas de combinagdo de
antimicrobianos com atividade na secrecdo gastrica (metronidazol e claritromicina) e
medicamentos com acdo luminal (bismuto, amoxicilina, tetraciclina, furazolidona), e
antagonistas de receptores H, (cimetidina) ou inibidores de bomba protdnica (omeprazol).
Essas drogas sem mostram bastante efetivas no tratamento dos sintomas, porém seu uso
constante acarreta uma séria de efeitos colaterais, entre eles: alteracdo do paladar, diarréia,
nauseas, sialorréia, tontura e cefaléia (COELHO et al., 2004). E imperativa, portanto, a
necessidade de realizacdo de estudos para maior a entendimento desta doenca, bem como a

investigacdo de métodos e farmacos aptos a promover a regressao do seu quadro.

1.4 Feridas

As feridas sdo definidas como qualquer interrupcdo da continuidade
estrutural da pele, em pequena ou extensa, resultante de algum tipo de trauma quimico, fisico
ou mecanico (PEREIRA, 2005), acionando a partir dai os mecanismos de defesa organica,

atraves do processo de cicatrizacdo, descrito abaixo.



A classificacdo das feridas é de fundamental importancia para determinagédo
da forma de implementacdo do tratamento, avaliacdo e registro das mesmas. Se forem
classificadas de acordo com o tempo de reparacdo da pele, podem ser diferenciadas em
agudas ou cronicas.As agudas sdo normalmente oriundas de cirurgias ou traumas e 0
desagravo ocorre em tempo adequado, sem dificuldades. As feridas cronicas sao aquelas que
ndo sdo reparadas no tempo esperado, e apresentam algum tipo de complicacdo. O segundo
sistema de classificacdo consiste na extensao da injuria tissular, e complementa a classificacdo
anterior.Envolve a injdria superficial (limita-se a epiderme), ferida com perda parcial (limita-
se a epiderme e regido superior da derme) e a perda total (onde ha acometimento da epiderme,
derme, tecido subcutdneo, e em casos mais graves, os musculos, tendGes e 0ssos) (BLANES,
2004).

A cicatrizagdo € uma cascata de eventos celulares e moleculares que se
articulam em um processo dinamico, englobando fendmenos bioguimicos e fisiologicos,
garantindo ao final do processo normal, a restauracdo tissular completa (MANDELBAUM,
DI SANTIS e MANDELBAUM, 2003).

O processo cicatricial tem compreendido, convenientemente, trés fases
evolutivas sobrepostas: fase inicial ou inflamatdria, fase proliferativa ou de fibroplasia e fase
de remodelacdo ou maturacdo (NETO et al., 2006). Esse fendmeno é normalmente localizado,
transitério e autolimitado, mas quando o estimulo danoso ndo pode ser eliminado ou
removido, desencadeia-se resposta de carater mais complexo, envolvendo o organismo como
um todo, dando origem ao processo inflamatdrio crbnico, o qual muitas vezes pode ser

deletério e incapacitante, deixando seqiielas permanentes na estrutura organica.

De acordo com Pereira (2005), existem fatores locais e sisttmicos que
podem interferir no processo de reparacdo da pele. Dentre os sistémicos ressalta-se: a idade,
vascularizacdo, presenca de corpos estranhos, a imobilidade, o estado nutricional, doencas
associadas e o uso de medicamentos continuados, especialmente as medicacfes que causam
imunossupressdo. Quando ndo puderem ser eliminados, esses componentes devem ser
rigorosamente controlados. Os principais condicionantes locais sdo: a regido anatbmica onde
se encontra a ferida, a instalacdo de infeccdo, presencga tecido morto e outros, sendo todos

estes fatores essenciais para a escolha da melhor conduta terapéutica.

O consenso para a escolha do método terapéuticotem intensa interferéncia

do historico da injuria, que envolve fatores como causa, tempo de acometimento, auséncia de



infeccdo.Ainda deve-se avaliar quanto a presenca de dor, didmetro e profundidade da ferida,
edema, peculiaridades do leito da leséo, estado da pele ao redor e presenca de secrecdo. Sua
evolucdo clinica deve ser periddica, devendo-se avaliar a efetividade da cicatrizacdo e a
eficacia do tratamento utilizado (DEALEY, 1996).

No tratamento da lesdo, devem-se considerar alguns principios basicos que
aceleram seu processo de cura, entre eles € a necessidade de remocgao dos tecidos mortos e
corpos estranhos das bordas da ferida, ou seja, deve-se proceder como passo inicial e
indispensavel, a limpeza e desbridamento da mesma.Ainda é recomendado o uso de
coberturas especificas, que tem por objetivo a manutencdo da umidade entre a cobertura e a
ferida, extrair o excedente de exsudato, possibilitar a troca de gases, oferecer um meio
adverso a contaminagdo, manutencdo da temperatura adequada e possibilitar a sua remocao
sem agravar o quadro através de traumas mecéanicos (RODRIGUES et al., 2001). As
coberturas mais comuns sdo: filme de poliuretano, hidrocol6ide, hidrogel, papaina, carvédo

ativado, alginato, entre outras, presentes no mercado atualmente.

O tratamento de doencas que envolvem feridas é,normalmente, oneroso, o
que salienta a necessidade de estudos que busquem alternativas medicamentosas mais baratas
e com eficicia maior ou equivalente as disponiveis atualmente no mercado (MENDONCA e
NETO, 2011). Dentre as alternativas buscadas para intervencdo e promog¢do desse processo,
estd a utilizacdo de plantas medicinais, com fins terapéuticos, ou fitoterapia, que foi a base
para o tratamento desse acometimento durante varios séculos (NETO, et al., 2006). O advento
da medicina moderna e 0 avanco quimico, como dito anteriormente, levaram a substituicdo
progressiva dosprodutos naturais pelos farmacos sinteticos produzidos por companhias
farmacéuticas, ndo pelo fato de fitoterapicos terem uma capacidade de cura menor, mas pela
comodidade e maior oferta dos produtos alopaticos, especialmente nos grandes aglomerados

urbanos.



1.5 Parasitoses

Algumas parasitoses, a exemplo da leishmaniose em sua forma tegumentar,
tém relacdo direta com a integridade da pele, uma vez que sua principal caracteristica € o
acometimento dessa area. Além da sua elevada incidéncia e prevaléncia, sua relevancia
também consiste na sua capacidade de causar injurias destrutiva, debilitantes e desfigurantes,
causando um enorme desequilibrio na area psicossocial da pessoa atingida, podendo vir a ter

conseqiiéncias desastrosas para 0 mesmo (CASAVECHIA et al., 2002).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) consiste em uma patologia
que tem como fator etioldgico os protozoarios do género Leishmania, conduzida ao homem
por picada de mosquitos flebotomineos. H4, na atualidade, no Brasil cerca de seis espécies de
leishmania associados a doenca propriamente dita e mais de duzentas atribuidas a sua
transmissdo. E uma doenca que surgiu ha muito tempo, porém nas duas Gltimas décadas
apresentou aumento considerdvel do numero de casos e distribuiu-se em mais &reas
geograficas, encontrando-se em todos os estados do Brasil, com caracteristicas particulares
em cada area. Houve uma estimativa de 523.975 casos entre 1985 e 2003, sendo a maioria
deles nas regides Nordeste e Norte brasileiros (CAMARGO e BASANO, 2004).

A percepcdo da prépria imagem corporal e a relevancia da aparéncia
atribuida pela sociedade ocorre simultaneamente, por isso algumas doengas como hanseniase
e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), popularmente conhecida como AIDS,
produzem no curso da sua evolucdo, estigmas e preconceito por parte dos préprios pacientes e
da sociedade como um todo. A leishmaniose tegumentar, por ter como principal caracteristica
clinica o surgimento de inimeras lesdes do tipo Ulceras por toda a mucosa, € por vezes
associada a hanseniase, repercutindo em transtornos de cunho emocionais nos enfermos
(COSTA et al., 1987).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose é o
antimonial pentavalente, disponivel em duas apresentagbes: o antimoniato de N-
metilglucamina e o stibogluconato de sodio, o segundo ndo é disponibilizado no Brasil. A
droga utilizada como segunda opgéo € o antibiético antifingico poliénico, anfotericina B, usada
em casos onde 0s antimoniais ndo apresentam eficacia ou caso haja alguma contra-indicagédo

ao seu uso. Durante o uso dessas drogas € comum o aparecimento de efeitos indesejados



como nauseas, alteracdes cardiacas, émese, insuficiéncia renal, pirexia, hipopotassemia e
anemia. Ha também um alto risco de toxicidade cardiaca e renal durante o uso dessas
medicamentos, o que torna inviavel a sua utilizacdo em um ambiente que néo seja o hospitalar
(GONTIJO e CARVALHO, 2003).

Os medicamentos hoje disponiveis para o tratamento da leishmaniose, 0s
antimoniais e a anfotericina, por se mostrarem excessivamente toxicas e pouco toleradas pelo
organismo, além de estarem rotineiramente em falta nos servicos de salde, tornam essa uma
doenca 6rfa no &mbito das companhias farmacéuticas (BARCINSKI e CAMARGO, 2002), e,
portanto faz-se crucial a pesquisa e descobrimento de antiparasitarios com menores efeitos

colaterais, menos riscos de uso para o paciente, baixos custos e maior disponibilidade.

A Doenca de Chagas ¢ uma infec¢cdo parasitaria causada pelo protozoéario
Trypanossoma cruzi, se apresenta como uma doenca endémica em vérias regides do Brasil
tendo sindo considerada, na década de 1990, como a principal doenga parasitaria da América
Latina. Dentre as diversas manifestacdes clinicas, diferenciam-se trés fases: aguda,
indeterminada e crénica, afetando principalmente o musculo cardiaco com dilatagdo das suas
cavidades, podendo ser de diferentes gravidades, desde discretas alteracOes
eletrocardiograficas até insuficiéncia cardiaca grave ou morte subita (FARIA et al., 2013).

O grande acometimento da populacdo por feridas agudas e cronicas,
causadas por bactérias, fungos e outros parasitas, apresenta-se como grave problema de salde
publica no Brasil e no mundo. Ainda que se tenha investido bastante em pesquisa e
desenvolvimento de recursos e tecnologias com o objetivo de favorecer esses processos e
tenham sido verificados grandes avancos na compreensdo dos fendmenos envolvidos nas
diversas fases da reparacdo tissular, essa € uma problematica que repercute em elevados
custos financeiros e profundas consequéncias sociais sobre os portadores dessas injurias, ja
qgue com freqliéncia desenvolvem sequelas que podem levar a perda de membros e de suas
funcdes, com consequente afastamento do trabalho e de suas atividades de vida diaria.
(MANDELBAUM et al., 2003).

E notéria a grande incidéncia e prevaléncia de morbimortalidade na
populacdo por doencas gastricas, injurias tissulares e infecgdes por microorganismos, este
assunto é, portanto, de grande interesse ndo apenas para a comunidade cientifica, mas para a
populacdo em geral, seja ela acometida pelas doengas ou com grande risco e exposi¢ao para

as mesmas, sendo esse um dos pontos qualificadores do estudo. As pesquisas envolvendo



fitoterapicos ainda contribuem para o maior conhecimento sobre a flora nativa e sua
aplicacdo, levando a uma crescente valorizagdo desses espécimes vegetais e
consequentemente maior estimulo a conservacdo da diversidade biologica da chapada do
Araripe. A comunidade local, onde essa planta estd inserida, se beneficiard amplamente,
sobretudo familias que vivem da coleta de frutos do Ziziphus joazeiro Mart., agregando valor
a espécie e indicando a possibilidade de maior fonte de renda e emprego para tais familias.
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D)D)



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.2

e Investigar o perfil quimico e avaliar as atividades antioxidante, gastroprotetora,
cicatrizante,antiparasitaria e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas do

Ziziphus joazeiro Mart.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os constituintes quimicos polifenolicos e flavonoides presente no extrato
hidroalcodlico das folhas do Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZJ) por métodos
espectrofotométricose através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE-
DAD.

e Avaliar o potencial antioxidante do EHFZJ in vitro, através dos métodos
espectrofotométricos de reducdo do teor de ferro (FRAP) e captura do radical livre
DPPH.

e Avaliar a acdo antiparasitaria do EHFZJ frente aos protozoarios de Leishmania e
Trypanosoma cruzi;

e Verificar a agdo antimicrobiana do EHFZJ, a partir da Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) e modulacdo da atividade antibiética (amoxicilina, ciprofloxacino, belzilpenicilina,
gentamicina, amicacina e vancomicina);

e Determinar a agdo antifungica do EHFZJ isolado e em associacdo com mebendazol,
nistatina e benzoilmetronidazol frente as cepas de fungos multirresistentes
(candida albicans, candida tropicalis e candida krusei);

e Determinar a dose letal média (DLsp) do EHFZJ frente a modelos animais;

e Avaliar a atividade gastroprotetora do EHFZJ, em modelos agudos de leséo gastrica
induzida por etanol, etanol/acido cloridrico, indometacina e avaliagdo dos seus possiveis
mecanismos através do teste de barreira fisica, em camundongos;

e Avaliar a atividade cicatrizante do creme de EHFZJ (100, 200 e 400 mg/g) através da

analise de parametros morfométricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

Ziziphus joazeiro Mart.,foi a espécie vegetal selecionada para realizacdo dos
testes. Para realizacdo da coleta foi solicitada e obtida autorizagdo junto ao Instituto Chico
Mendes de Biodiversidade (ICMBIo), érgdo responsavel pela FLONA-Araripe-Apodi, sob
namero 34326-1 (Figura 2).

Figura 2 - Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica — SISBIO.

Ministério do Meio Ambiente - MIMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizaco e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 34326-1 Data da Emisséo: 15/05/2012 08:06

Dados do titular

Nome: Sharlene Maria Oliveira Brito CPF:026.671.593-14

Titulo do Projeto: Avaliacdo da atividade gastroprotetora do dleo essencial do Ziziphus joazeiro Mart.

Nome da Instituicdo - Universidade Regional do Cariri CNPJ: 06.740.864/0001-26

As folhas (Figura 3) foram coletadas no més de Agosto de 2012, no sitio
Guaribas, n° 75 sob as coordenadas: longitude oeste 39°46°81,8”; latitude sul 7°21°98,2” e
altitude de 708,3 metros em relacdo ao nivel do mar, situado na Chapada do Araripe no
municipio de Crato-CE. A coleta resultou em amostras para identificacdo e preparacdo de
exsicata, que foi identificada pela professora Dra. Maria Arlene Pessoada Silva e depositada

no Herbério Caririense Dardano de Andrade Limasob nimero 30.2013.



Figura 3 - Folhas e fruto de Ziziphus joazeiro Mart.

Fonte: http://farm3.staticflickr.com/2533/3768698921_h7408fb254_o.gif

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas do Ziziphus joazeiro Mart. foram secas ao ar livre durante 48hao
abrigo do sol.Foram entdo pesadas, separadas, trituradas e extraidas com solvente etanol e
agua na proporcéo de 1:1, por um periodo de 72h. Em seguida foi realizada filtragem para
reter a parte sélida. A mistura filtrada foi concentrada com o auxilio do rota evaporador sob
rotacdo entre 27 a 30 rpm e temperatura de aproximadamente 45°C para destilacdo do
solvente. A solugdo restante foi submetida ao banho-maria para evaporacdo do excedente
etandlico e, transcorridas 24h, o EHFJZ foi congelado e liofilizadopara desidratacdo. O pd
resultante foi armazenado em frasco ambar e resfriado a 4°C em geladeira para 0s
procedimentos analiticos e ensaios farmacolégicos.


http://farm3.staticflickr.com/2533/3768698921_b7408fb254_o.gif

3.3DETERMINACOES QUIMICAS

3.3.1 Analise Cromatografica

3.3.1.1 Quantificacdo dos compostos por meio de CLAE

Analises cromatograficas de fases reversiveis foram realizadas sob
condicGes de gradiente utilizando uma coluna C18 (4,6 mm x 250 milimetros) carregada com
particulas de didmetro 5um. A fase mével agua contendo 1 % de acido férmico (A) e
acetonitrila (B), e o gradiente de composi¢cdo foi o seguinte: 13% de B até 10 minutos e
mudou para obter 20%, 30 %, 50 %, 60 %, 70 % , 20% e 10 % de B em 20, 30, 40, 50, 60, 70
e 80 min, respectivamente ( Boligon et al., 2012 ), com algumas modificacdes. O extrato de
Ziziphus joazeiro foidissolvido em etanol a uma concentracdo de 20 mg / mL. A presenca de
11 compostos antioxidantes foi investigada, ou seja, acido galico, acido clorogénico, acido
elagico, acido caféico, catequina, epicatequina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina, rutina e
canferol. A identificacdo destes compostos foi realizada comparando o seu tempo de retencao

e 0 espectro de absorcdo de UV com a dos padrdes comerciais.

A taxa de fluxo foi de 0,7 uL / min, volume de injecgdo de 40 uL e o
comprimento de onda de 254 nm para &cido galico, 280 nm para catequina e epicatequina,
325 nm para os acidos cafeico, elagico e clorogénico, e 365 nm para a quercetina,
isoquercitrina, quercitrina, rutina e canferol. Todas as amostras e a fase mdvel foram filtradas
em filtro de membrana de 0,45 um (Millipore), e em seguida desgaseificada por banho de
ultra-sons antes da utilizagdo. As solucdes de referéncias foram preparadas em fase movel de
CLAE numa gama de concentragdes de 0,030-0,250 pg / mL para canferol, quercetina,
quercitrina, isoquercitrina, catequina, epicatequina e rutina, e 0,030-0,250 pg / mL para
galico, cafeico &cidos elagico e clorogénico. Os picos cromatograficos foram confirmados
comparando o seu tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e pelos espectros de
DAD (200 a 400 nm).

Todas as operagdes cromatograficas foram realizadas a temperatura

ambiente e em triplicata. O limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificacdo (LOQ)



calculado com base no desvio padréo das respostas e a inclinagdo por meio de trés curvas de
analise independentes. LOD e LOQ foram calculados como ¢ 3,3 e 10 / s, respectivamente,

onde ¢ ¢ o desvio padrdo da resposta e S é o declive da curva de calibracdo (Boligon et al.,
2013).

3.3.2 Saponinas

A determinacdo da presenca de saponinas no extrato das folhas do Ziziphus
joazeiro, Mart. foi determinada misturando-se 0,59 do EHFZJ a 10 mL de agua destilada em
um tubo de ensaio. A solucdo foi agitada fortemente por 2 a 3 minutos e observou-se a
formacgdo de espuma. A presenca de espuma persistente (por mais de 15 minutos) indica a

presenca de saponinas, conforme a metodologia proposta por MATOS (1997).

3.3.3 Teor de fendis totais

A quantidade de fendis totais no EHFJZ, realizada em triplicata, foi
determinada adicionando-se 200 pL da solugdo do EHFZJ (25, 50, 100 e 300pug/mL em etanol
80%) a 1mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em
seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de sédio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada
por 30 segundos. Ap6s 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda ajustado para 765 nm. O branco foi determinado com todos o0s
reagentes, porém o extrato foi substituido por dgua destilada. A média das trés leituras foi
usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas equivalentes de &cido
galico / grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibracdo construida com os
padrdes de acido galico. A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando
diferentes concentragdes desta substancia (10, 25, 50, 75, 100, 300 pg/mL).



3.3.4 Teor de flavondides totais

Foram preparadas solucgdes do extrato (25, 50, 100 e 300 pug/mL) e utilizado
ImL destas, adicionando-se 1 mL de cloreto de aluminio (AICI3) com concentracdo de 2%
peso/volume. No tubo de ensaio que foi determinado como branco, o volume adicionado de
cloreto de aluminio foi substituido por agua destilada. Apos 30 minutos de incubacdo, a
temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em
triplicata, resultando assim na utilizacdo da média para determinacdo da quantidade de
flavondides totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de
extrato.A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes

concentragdes desta substancia (1,25; 5; 10; 25 pg/mL) diluida em etanol 80%.

3.4 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

3.4.1 Captura do radical livre DPPH

Foram preparadas solucdes com diferentes concentra¢ées do EHFZJ (5, 10,
25, 50, 125 e 250ug/mL) e solucdes de vitamina C nas concentracdes de 5, 10, 25 e 50 pM,
ambas em triplicata. Em um tubo foram misturados 100 pL da solucéo do extrato e 3,9 mL de
solucdo 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 0,06 mM e homogenizado com agitador de
tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o branco, a amostra foi substituida
por 100 pL de metanol. As leituras foram realizadas utilizando um filtro de comprimento de
onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até que foi observada a estabilizacdo da leitura.A
curva padréo foi determinada realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515 nm),
com solucdes de DPPH em diferentes concentragdes (10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM), sendo o
branco determinado por metanol (SANCHEZ-MORENO, 2002; RUFINO et al., 2007).



3.4.2 Meétodo de reducao de ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante ocorre pela reducdo de ferro
(FRAP) através do método de espectroscopia na regido do visivel, utilizando a metodologia
descrita por Benzie e Strain, 1996, com modificag0es. Foram usadas solugOes tampdo de
acetato300 mM, pH 3,6 e 10 mM de TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-S-triazina) em solugédo de 40
mMHCI e 20 mMFeCls. 6.H,0. A solucdo de trabalho foi preparada misturando-se 25 ml de
tampéo de acetato, 2,5 ml de TPTZ e 2,5 ml FeCl; 0,6 H,O. A temperatura da solugéo foi
elevada para 37 ° C antes do uso. O extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro Mart. (0,15
mL) foi adicionado para reagir com 2,85 mL de solucdo de FRAP durante 30 minutos no
escuro. Neste método, o complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) € reduzido ao
complexo ferroso (Fell-TPZ), na presenca de um antioxidante e em condic¢Oes &cidas. O
complexo formado por esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa. O valor encontrado foi
considerado como a capacidade em gramas (g) de o extrato reduzir gramas (g) de sulfato
ferroso, a partir das absorbancias obtidas através da interpolacdo entre a curva de sulfato
ferroso e a solucdo do extrato. A leitura do complexo foi feita num comprimento de onda de
593 nm. O experimento foi realizado em triplicata.

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.5.1 Microorganismos

Os experimentos foram realizados com as linhagens padrdes bacterianas de
Staphylococus aureusATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Enterobacteriaceae
13048 e multirresistentes como S. aureus 10 (SA10), E. coli 06 (EC 06) e Enterobacteriaceae
aerogenesCN64 (EA CN64) e linhagens flngicas de Candida krusei 01, Candida Tropicalis
20 e Candida albicans 62 e multirresistentes como C. krusei LMBM 01 (CK LMBMO01), C.
tropicalisLM 20 (CT LM20) e C. albicans LM 62 (CA LM62), todas obtidas da colecédo de
microorganismos do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (URCA). Os



estoques de culturas foram mantidos em Agar Heart Infusion (HIA) e armazenados em

refrigerador.

3.5.2 Antibioticos e Antifungicos

Para avaliar a atividade moduladora da acdo antibidtica do EHFZJ foram
utilizados antibioticos de diversas classes (amoxicilina, ciprofloxacina, benzilpenicilina,
gentamicina, amicacina e vancomicina). Para avaliagdo da atividade moduladora da acdo
antifangica do EHFZJ foram utilizados os antifungicos: mebemdazol, benzilmetronidazol e

nistatina.

3.5.2 Concentracédo Inibitéria Minima — CIM

A concentracdo inibitéria minima (CIM pg/mL) foi determinada em caldo
Brain Heart Infusion (BHI 10%) pelo método de microdiluicdo, utilizando uma suspenséo de
10° UFC/mL e uma concentracdo do EHFJZ 1024 pg/mL diluida sequencialmente pelo titulo
1:2 JAVADPOUR et al., 1996). A CIM foi definida como a menor concentracdo na qual
nenhum crescimento de microorganismos foi observado. Para a avaliacdo das substancias
como moduladoras da resisténcia aos antibidticos e antifingicos, a concentracéo subinibitoria
foi determinada pelo CIM/8 para as bactérias SA10, EC 06e EA CN64, e para os fungos CK
LMBMO1, CT LM20 e CA LM62. As placas foram incubadas por 24 horas a 37° C. A leitura
dos ensaios bacterianos foi efetuada pela alteracdo de coloracdo apds adicdo do corante
rezarzurina. A manutencdo da coloracdo azul indica o ndo crescimento bacteriano, ja o
surgimento da coloragdo vermelha evidencia o crescimento bacteriano. Para leitura das cepas

de fungos foi utilizado o método de observacgdo da turbidez. O teste foi realizado em triplicata.



3.5.3 Modulagédo

Para avaliar a atividade moduladora da acao de antibioticos e antifungicos
os testes foram realizados em triplicata. Cada poco da placa de microdiluicdo conteve EHFJZ
em concentragdo subinibitéria de forma constante, os antibidticos em concentragOes
decrescentes, partindo de 2500 pg/mL, e os antifingicos partindo de 5000 pg/mL, diluidas
sequencialmente de 1:2 até 2,4 ug/mL e 4,8 pg/mL, sendo misturadas em caldo BHI 10%,
tendo sido este preparado com solucédo destilada estéril. Em cada poco foi adicionado 100 pL
de caldo BHI 10% com 128 pg/mL do EHFJZ e inoculo bacteriano ou fingico (10° UFC/mL).
No primeiro poco adicionou-se 100 L de solugcdo do antibidtico ou antifungico com 5000
pg/mL procedendo a diluicdo seqliencial com titulo 1:2 nos pocos seguintes. As placas foram
incubadas a 37°C e lidas depois de 24h, com revelacdo pela rezarzurina ou pela turbidez como
descrito na determinacgdo da CIM. O teste foi realizado em triplicata.

3.6 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

3.6.1 Linhagens celulares utilizadas

Para os testes in vitro de Tripanossoma cruzi, foi utilizado o clone CL-B5
(Buckner et al., 1996). Os parasitos, transfectados de forma estavel com o gene para a [3-
galactosidase de Escherichia coli (lacz), foram fornecidos pelo Dr. F. Buckner através do
Instituto Conmemorativo Gorgas (Panama). As formas epimastigotas foram cultivadas a 28°
C em Meio de cultura Liver Infusion Tryptose Broth (Difco, Detroit, MI), suplementado com
Soro Fetal Bovino 10% (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA), penicilina (Ern, S.A., Barcelona,
Spain) e estreptomicina (Reig Jofr'e S.A., Barcelona, Spain), conforme descrito por Le Senne
et al.,, (2002). As células foram coletadas para os testes na fase exponencial de seu

crescimento.

Culturas de Leishmania braziliensiseLeishmania infantum foram obtidas do
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Asuncion, Paraguay - IICS e

identificadas por analise isoenziméatica. A manutencdo das linhagens, forma de cultivo e



isolamento das formas promatigotas de Leishmania spp. Seguiram os procedimentos descritos
por Roldos et al. (2008). Os ensaios de inibicdo das formas promastigotas foram realizados
utilizando a linhagem de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e Leishmania infantum
(MCAN/ES/92/BCN83), cultivada a 22° C em meio Schneider’s Drosophila, suplementado
com SFB 20%.

Os ensaios de citotoxicidade utilizaram a linhagem de fibroblastos
NCTC929, cultivada em Minimal Essential Medium (Sigma). O meio de cultura foi
suplementado com SFB inativada por calor (10%), penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina
(100 mg/mL). As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO,. A
viabilidade destas linhagens foi avaliada através do uso da resazurina como método

colorimétrico (Rolon et al., 2006).

3.6.2 Teste de atividade antiepimastigota

O teste foi realizado em microplacas com 96 cavidades, com culturas na
fase exponencial, conforme descrito por Vega et al., (2005). Epimastigotas foram inoculados
em uma concentracdo de 1 x 10° mL™ em 200 puL de caldo de figado triptose. As placas foram
entdo incubadas com adigdo do extrato nas concentragdes de 100 e 500 pg/mL a 28° C por 72
h. Apds este tempo, foram adicionados 50 pL da solucdo de CPRG, de forma a atingir uma
concentragdo final de 200 uM. As placas foram incubadas por um tempo adicional de 6h a
37°C e foram submetidas a visualizacdo sob 595nm. Cada experimento foi realizado em
triplicata, tendo sido cada concentracdo testada em triplicata em cada experimento. A
eficiéncia do extrato foi estimada através do calculo do percentual de atividade

antiepimastigota (AE%).

3.6.3 Teste de atividade antipromastigota

Culturas de formas promastigotas de L. braziliensis foram cultivadas até

uma concentragao de 10° células/mL e entdo transferidas para o teste. Os compostos foram



dissolvidos em DMSO até as concentracfes a serem testadas e foram transferidos para as
microplacas. Cada ensaio foi realizado em triplicata. A atividade dos compostos foi avaliada
apos 72h por contagem direta das células apos dilui¢bes seriais e comparadas com um

controle ndo tratado.

3.6.4 Teste de citotoxicidade

Fibroblastos NCTC929 foram inseridos em placas de microdiluicdo de 96
cavidades a uma concentracao final de 3 x 10* células/cavidade. As células foram cultivadas a
37° C em atmosfera com 5% de CO,. Ap0s isso, o0 meio de cultura foi removido e o0s
compostos foram adicionados a 200 pL, sendo realizado um novo cultivo por 24 h. Apos esta
incubacao, 20 pL de uma solugdo de Resazurina 2 mM foi adicionada em cada cavidade. As
placas foram incubadas por 3h e a reducdo da resazurina foi determinada através de dupla
absorbancia nos comprimentos de onda de 490 e 595 nm. O valor do controle (branco) foi

subtraido. Cada concentragdo foi testada em triplicata.

3.7 ENSAIOS IN VIVO

3.7.1 Experimentacdo animal e aspectos éticos da pesquisa

Foram utilizados para os testes camundongos Swiss (Mus musculos) de
ambos 0s sexos, com peso entre 15 e 30 gramas e ratos Wistar pesando entre 200-2509
oriundos do biotério da Universidade Regional do Cariri - URCA. Eles foram levados para a
sala de experimentacdo dois dias antes dos testes e mantidos em rotatividade de ciclo claro e
escuro de 12 horas sob regime de &gua e ragdo ad libitum, mesmas condicdes observadas no
biotério. No dia anterior ao ensaio os animais foram marcados e a ragdo foi retirada 15 horas
antes do experimento. A pesagem dos camundongos foi a primeira fase de cada teste.O
trabalho realizou-se de acordo com as normas de Bioética reconhecidas pela lei: 11.794/08,

gue regulamenta o uso de animais para procedimentos cientificos e foi autorizado pelo Comité



de Experimentacdo e Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri CEUA/URCA, sob
namero de protocolo 21/2012.2.

3.7.2 Determinacédo da dose letal média (DLso)

A investigacdo da toxicidade aguda de Ziziphus joazeiro Mart., seguiu as
diretrizes da OECD (Organizagao for Economic Co-operation and Development) para o teste
de classe de dose aguda tdxica (Acute Toxic Class Method — OECD 425 — 2008) para

avaliacdo da toxicidade aguda oral de substancias quimicas.

Para determinar a classe de dose tdxica aguda, cinco animais foram tratados
com o EHFZJ a cada dose, sendo a classe definida como a de menor dose, que na sequiéncia
considerada, induz a morte. Portanto, o extrato foi administrado na seqtiéncia da dose menor
para a maior. O fator de progressédo da dose deve ser de 3,2, quando ndo existe qualquer
informacdo sobre a inclinacdo da curva dose-resposta da substancia a ser testada. Utilizando-
se o fator de progressdo padrdo, as doses foram selecionadas a partirda seqiéncia de: 250,
500, 1000 e 2000 mg/kg. Excepcionalmente, somente quando justificado por regulacdo
especifica, o uso de dose superior a 5000 mg/kg deve ser considerada. O EHFJZ foi
administrado por via oral (gavagem através de canula apropriada). O volume administrado por
via oral ndo excedeu 1 mL/100 g de peso corporal e, para manter o volume constante, ajustou-

se as concentracOes da solucdo de acordo com o nivel de dose e peso dos animais.

Os animais foram observados em intervalos regulares ap6s a administracao
da droga (30’, 1h, 2h, 4h e 24h) e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia.
Todos os sinais de toxicidade, época do seu aparecimento, intensidade, duracdo e progressao
dos mesmos foram registrados. Observacbes comportamentais sistematicas através do
screening hipocratico (atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta
ao aperto de cauda, contorcdo, reflexo do endireitamento, ténus do corpo, forca para agarrar,
ataxia, reflexo articular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacéo,
ptose palpebral, micgdo, defecacéo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e
morte) também foram realizadas. As intensidades dos eventos foram tabuladas de zero a
quatro, correspondendo, respectivamente a: ausente, raro, pouco, moderado e intenso. As

alteracbes encontradas na observacdo comportamental e exame clinico sistematico dos



animais foram registrados em protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados.

Esta lista e a pesquisa de sinais séo baseadas no modelo proposto por Malone (1977).

3.7.3 Atividade gastroprotetora

3.7.3.1 Inducéo de les&o gastrica por etanol

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com Omeprazol 30mg/kg v.0.) e 0s grupos screening (pré-tratados com EHFZJ nas
concentracdes de 100, 200 e 400 mg/kg). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da
inducdo das lesdes por etanol (0,1mL/10g, via oral). Ap6s 1 hora os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estbmagos foram removidos e abertos na curvatura
maior, lavados com solucdo salina 0,9% comprimidos entre duas laminas, escaneados e
digitalizados. Para avaliacdo e quantificacdo das lesdes gastricas as imagens foram analisadas
no software (Imagel) através da quantificacdo de pixel. Para determinacdo da area foi

utilizada a relacéo percentual em relacdo a area total do corpo gastrico.

3.7.3.2 Inducdo de lesdo gastrica por etanol acidificado com acido cloridrico (HCL)

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucgdo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com Omeprazol 30mg/kg) e os grupos screening (pré-tratados com Omeprazol 30mg/kg) e 0s
grupos screening (pre-tratados com EHFZJ nas concentracfes de 100, 200 e 400 mg/kg). Este
pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da indugéo de lesbes por etanol acidificado (0,2 mL
da solucdo 0,3 M de HCL em etanol 60% animal, via oral). Ap6s 1 hora os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estbmagos foram removidos e abertos na curvatura
maior, lavados com solucdo salina 0,9% e preparados para avaliacdo e quantificacdo das

lesBes gastricas por meio informatizado anteriormente descrito.



3.7.3.3 Inducéo de leséo géstrica por Indometacina

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com Omeprazol 30mg/kg) e 0s grupos screening (pré-tratados com EHFZJ nas concentracGes
de 100, 200 e 400 mg/kg). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da inducdo das
lesGes por administracdo subcutanea de indometacina (30mg/Kg), transcorridas 3 horas apos a
administracdo do agente lesivo os pré-tratamentos foram repetidos. Decorridas 6 horas da
administracdo de indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, 0s
estdmagos foram removidos e abertos na curvatura maior, lavados com solucdo salina 0,9% e
preparados para avaliacdo e quantificacdo das lesdes gastricas por método de score. Neste
método sdo atribuidas pontuagdes para diferentes observacBes conforme itens a seguir:
coloracdo da mucosa, perda de pregas da mucosa, petéquias, edemas, hemorragia, perda de
muco e lesGes de ulcera, e foi atribuida uma pontuacdo conforme a gravidade do sintoma
presente, sendo 0 para ausente ou normal, 1 para leve, 2 para moderado e 3 para grave. Ja para
o grau de leséo foi atribuida uma porcentagem, até 25% (&rea lesada), igual a 50% (moderada)
e maior que 50% (intensa), conforme metodologia proposta por Zinkievich et al. (2010).

3.7.3.4 Teste de Barreira fisica

Os animais foram tratados com solucéo salina (0,9 %, 01 mL/10g, v.0.) € 0
EHFZJ (400 mg/Kg, v.o./v.ip.). Apds uma hora dos tratamentos os animais do grupo (v.0.)
receberam o etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0.) e o grupo (ip.) ap6s 30 minutos.
Decorrida 1h da inducdo em cada grupo, os animais foram sacrificados, os estbmagos
retirados, abertos ao longo da curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas
laminas de vidro. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de acordo com o grupo, com

posterior analise através dométodo informatizado anteriormente descrito.



3.7.3 Atividade cicatrizante

3.7.4.1 Delineamento experimental

Foram utilizados ratos machos e fémeas com peso entre 250 e 300 g. Apos
periodo de adaptacdo os animais foram previamente identificados e, em cada animal foram
feitas quatro lesbes cirurgicas, onde, cada lesdo foi unicamente tratada com: CremeBase
(controle negativo), Creme de EHFZJ 100 mg/g, Creme de EHFZJ 200 mg/g e Creme de
EHFZJ 400 mgl/g.

3.7.4.2 Procedimento cirurgico

Para todos os procedimentos dolorosos e/ou situacGes de estresse, foi
administrada anestesia utilizando cloridrato de xilazina (10mg/kg) e cloridrato de quetamina
(60 mg/kg), administrada por via intraperitoneal. Apds a contencdo dos animais em decubito
ventral sobre maca cirdrgica, realizou-se a tricotomia da regido dorsolombar e antissepsia com
solucdo de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), demarcacdo e incisdo da area da ferida com
punch de biopsia estéril de 10 mm com borda cortante, que se estende até a fascia muscular.
Os cremes foram aplicados imediatamente apds o procedimento cirdrgico, uma vez ao dia,

com auxilio de hastes plasticas estéreis.

3.7.4.6 Formulagéo do creme

O extrato foi diluido em agua, e a este foi incorporado o creme de cristais liquidos aos
poucos, através de homogeneizagao sincronizada, a fim de se obter as concentragdes finais de
100, 200 e 400 mg/qg.

O creme de cristais liquidos € composto por trés fases (Fase A), (Fase B) e (Fase C). A

solucdo do extrato diluido previamente em agua é adicionada a Fase B. As fases A e B forma



aquecidas separadamente, até 80 °C e,a fase B foi vertidasna fase A, sob constante agitagéo,
durante 7 minutos a 3.000 rpm. A solucéo foi resfriada a 50 °C e acrescentou-se a fase C.

Continuou-se a agitacao até a mistura esfriar, conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Composicao do gel creme cristais liquidos

FASE A

Nikkomulese 41® (Poligliceril-10 Pentastearate - Beenil Alcool eEstearoil 250
Lactilato de sodio (SSL)

Esqualeno vegetal (Phytosqual®) 59
FASE B

Propilenoglicol 20
Hidroxietilcelulose (Natrosol®) 290
Agua Destilada 100 mL
FASE C

Fenoxietanol / Metilparabeno/ Etilparabeno / Propilparabenoe Butilparabeno 0449
(Chemynol®)

Propilenoglicol 29

3.7.4.3 Tratamento das feridas

As feridas foram tratadas diariamente, uma vez ao dia, durante 14 dias. A
cada nova reposicao do tratamento, as lesdes foram lavadas com solugdo fisiologica a 0,9%
para remoc¢do de crostas e residuos do gel. A cada trés dias, as lesdes cutaneas foram
observadas quanto a presenca de hiperemia, edema, sangramento, exsudato e tipo de tecido
formado. Apés anestesia e contencdo dos animais foi realizado debridamento das areas
lesionadas e assepsia com solucéo fisioldgica a 0,9% e gazes estéreis, para que as areas das
feridas fossem registradas fotograficamente, nos dias 0, 3, 7, 11 e 14 pds-cirurgico. Apds
tratamento, 0s animais seguiram para recuperacdo em suas respectivas gaiolas, devidamente

higienizadas.



3.7.4.4 Percentual de contracéo da ferida (%C)

As feridas de cada animal foram fotografadas digitalmente a uma distancia
fixa de 40 cm no dias 0, 3, 7, 11 e 14 ap6s a indugdo do ferimento. As fotografias no
formatoJoint Photographic Experts Group (JPEG)foram transferidas para um computador e
analisadas no software (ImageJ) através da quantificacdo de pixel. Para determinagéo da area
média das feridasforam expressas como uma porcentagem da area inicial (dia 0), utilizando a

equacéo:

9%C = 100 * (AdO — Ada)/ AdO

Onde, AdO = &rea da ferida no dia 0, e Ada = area da ferida no dia da analise.

3.7.4.5 Velocidade de fechamento de feridas cutaneas (VFf)

A velocidade de fechamento de feridas cutdneas foi calculada usando a

equacao:

VFf=%C/DAC

Onde, DAC ¢ o dia da analise da cicatrizacdo da ferida e %C é o percentual de cicatrizacdo da

ferida. A VFf sera expressa em cm?/ dia.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da media

(EPM), avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via e o0s testes de multipla


http://pt.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group

comparacdo de Newman-Keuls e Turkey, sendo os célculos realizados a partir do software
estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.
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Capitulo 1

Perfil quimico e avaliacdo da atividade antimicrobiana e antiparasitaria do

extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart.
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RESUMO

INTRODUCAO: Ziziphus joazeiro Mart., conhecido popularmente como juazeiro,
apresenta-se como uma das espécies endémicas do bioma caatinga, e € utilizada na medicina
popular como expectorante, no tratamento de bronquites e de ulceras gastricas, na fabricacdo
de cosméticos, xampus anticaspa e creme dental e na alimentacdo de animais principalmente

nos periodos de seca.

OBJETIVOS: Este trabalho teve como objetivo identificar o perfil quimico, o potencial
antioxidante, antimicrobiano e antiparasitario do extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus
joazeiro Mart. (EHFZ)).

METODOS: O extrato foi preparado por maceracio em solucdo hidroalcodlica. O perfil

quimico foi avaliado por métodos colorimétricos e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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(CLAE). A capacidade antioxidante foi mensurada pelos métodos DPPH e FRAPAs
atividades antiparasitaria, antimicrobiana e a modulagdo de antibioticos e antifungicos foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), realizada em triplicata e significancia estatistica testada por
ANOVA (de duas vias) com o teste post hoc de Bonferroni (P <0, 001).

RESULTADOS: Os polifendis e flavonoides presentes nesse extrato foram quantificados em
183,136 mg equivalentes de &cigo galico / g de extrato e 7,37 mg equivalentes de quercetina /
g de extrato, respectivamente. O método de determinacdo de DPPH e quelante de ferro, in
vitro, demonstrou a atividade antioxidante do extrato, explicado, em parte, pela presenca de
fenois e flavonoides na sua composicdo. A atividade antibacteriana e antifingica do EHFZJ
foi investigada pelo método de diluicdo em caldo, tendo sido evidenciada Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) >1024 que demonstra ndo ser clinicamente significante. Porém, nos
ensaios de modulacéo o extrato apresentou atividade sinérgica em associacdo com antibioticos
amicacina e gentamicina frente a linhagem de Enterobacteriaceae aerogenis e em associa¢do
com a gentamicina frente a Staphylococcus aureus, diminuindo a resisténcia bacteriana
quando associado O EHFZJ apresentou, durante 0s ensaios, um potencial antiparasitario com
base no efeito toxico contra a forma promastigota de L. braziliensis e epimastigotadeT. cruzi,

além de demonstrar baixa citotoxidade frente a fibroblastos.

CONCLUSOES: Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o extrato
hidroalcodlico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. possui capacidade antioxidante perante
metodologia de reducdo do DPPH e FRAP. O EHFZJ demonstrou agdo antiparasitaria e
atividade modulatéria de antibidticos significantes. Isto sugere que estudos posteriores podem

ser efetuados para demonstrar a viabilidade para ensaios clinicos em animais.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro Mart., perfil quimico, atividade antimicrobiana, atividade

antiparasitaria, atividade antioxidante.

ABSTRACT

INTRODUCTION:Ziziphus joazeiro Mart , popularly known as juazeiro, is presented as one
of the endemic species of the caatinga biome, and is used in folk medicine as an expectorant



in the treatment of bronchitis and gastric ulcers, in cosmetics, shampoos and dandruff dental
and animal feed mainly in periods of drought cream.

OBJECTIVES: This study aimed to identify the chemical profile, antioxidant, antimicrobial
and antiparasitic potential of the aqueous extract of Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZ)).

METHODS: The extract was prepared by maceration in alcohol solution. The chemical
profile was evaluated by colorimetric methods and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The antioxidant capacity was measured by DPPH and FRAP
methods. The antiparasitic, antimicrobial and antifungal antibiotics modulation was
performed by microdilution broth method for determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), performed in triplicate and statistical significance tested by ANOVA
(for two-way) with Bonferroni post hoc (P<0, 001) test.

RESULTS: The polyphenols and flavonoids present in this extract were quantified in
183.136 mg equivalent of gallic acigo/g extract and 7.37 mg of quercetin equivalents/g of
extract, respectively. The method of determination of DPPH and iron chelator in vitro showed
mild antioxidant activity of the extract, explained in part by the presence of phenols and
flavonoids in its composition. The antibacterial and antifungal activity of EHFZJ was
investigated by dilution method in broth, having been evidenced Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) >1024 demonstrating that not be clinically significant. However, when
testing the modulation extract showed synergistic activity in combination with amikacin and
gentamicin antibiotics front line of Enterobacteriaceae aerogenis and in combination with
gentamicin against Staphylococcus aureus, reducing bacterial resistance when combined
EHFZJ The presented during the trials, a antiparasitic based on the potential toxic effect from
the promastigote form of L. braziliensis and epimastigote of T. cruzi, besides demonstrating
low cytotoxicity against fibroblasts.

CONCLUSIONS: The results of this study allow us to conclude that the hydroalcoholic
extract of Ziziphus joazeiro Mart. Have antioxidant capacity reduction methodology before
the FRAP and DPPH. The EHFZJ demonstrated antiparasitic action and significant
modulatory activity of antibiotics. This suggests that further studies can be performed to
demonstrate the feasibility of clinical trials in animals.

Keywords:Ziziphus joazeiro, chemical profile, antimicrobial, antiparasitic activity,
antioxidant activity.

INTRODUCAO

Desde os anos 70 a Organizacdo Mundial de Saude tem reconhecido a
importancia da medicina tradicional como uma alternativa disponivel no descobrimento de

novos medicamentos (MOTA, 2009). O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza



muitas vezes olnico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Oemprego
de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigoquanto o surgimento da
espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais eaté mesmo nos grandes centros
urbanos brasileiros, plantas medicinais sdocomercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas emquintais residenciais (MACIEL et al., 2002). E, apesar do enorme
desenvolvimento da sintese quimica atualmente, 25% das drogas prescritas no mundo séo de
origem vegetal. Trinta por cento das novas substancias quimicas descobertas entre 1981 e
2002 sdo produtos naturais ou derivados desses (CARVALHO, 2006).

O crescente uso de produtos naturais e o potencial valor financeiro agregado
a esse setor trouxeram a tona a necessidade de maiores investigacdes acerca dos mesmos. A
base para as pesquisas tem sido a crenca popular e aplicabilidade dos tratamentos caseiros.
Além disso, segundo Calixto (2003), os produtos naturais sdo utilizados como matéria-prima
na sintese de moléculas complexas de interesse farmacoldgico, o que despertou o interesse da
industria farmacéutica em nivel mundial, e por ser o Brasil um pais de imenso patrimonio
natural este se tornou um grande desafio para o aproveitamento racional da sua

biodiversidade.

Rhamnaceae ¢ uma familia composta por cerca de 60 géneros e 900
espécies com distribuicdo em todo o globo, sendo composta por 23 géneros e 170 espécies na
Ameérica Tropical. O género Ziziphus possui cerca de 30 espécies (HEALD, 2004),nove delas
ocorrem no Brasil (FORZZA et al., 2010).Ziziphus joazeiro, € uma arvore de ocorréncia na
Caatinga, sendopopularmente conhecida como juazeiro (GIULIETTI et al. 2002). As suas
partes mais utilizadas sdo as folhas, cascas, entrecascas, frutos e raizes, as suas principais
indicacdes sdo como febrifugo, bactericida, analgésico, cicatrizantes topico; calutorio para
cavidade oral, gengivites, higiene bucal, ja que possui propriedade de retirar a placa dentaria,
tonico hepatico e cardiaco, adstringente, diurético, tbnico capilar para seborréia e alopécia,
caspa e para a limpeza do couro cabeludo e dos fios capilares, afeccBGes respiratorias
bacterianas superiores, tosse e bronquite (Lima et al., 2006).0 Ziziphus joazeiro foi alvo de
diversos estudos que comprovaram a atividade farmacologica de algumas de suas partes, a
exemplo de Romao et al. (2010) que concluiram que o extrato de raspa de jua apresenta
protecdo gastrica em determinadas doses, Cruz et al. (2007) que demonstram a atividade
antifangica do seu extrato e Silva et al. (2011) que evidenciaramessa espécie como um

recurso promissor contra bactérias devido a comprovacgéo da sua atividade antimicrobiana.



Diversas patologias configuram-se como grave problema de satde publica,
seja por sua elevada incidéncia ou pelas consequiéncias negativas do seu quadro clinico, entre
elas encontra-se aleishmaniose, que consiste em uma doenca cronicaque pode ser classificada,
conforme a espécie do parasita infectante, em leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar americana. E conduzida ao homem por picada de mosquitos flebotomineos do
género Leishmaniae manifesta-se clinicamente por inimeras lesGes do tipo Ulceras.Ha no
Brasil, atualmente, cerca de seis espécies de leishmania associados a doenca propriamente
dita e mais de duzentas atribuidas a sua transmissdo(PIRES et al., 2012).Entre os anos de
2000 a 2009 foram notificados no Brasil 24.684 casos de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA). No periodo de 2005 a 2009 foram registrados no Brasil 3.679 casos de
Leishmaniose Visceral (LV), com uma taxa de letalidade de 5,8% em 2009 (PELISSARI et
al., 2011), 77% dos casos de LV estdo concentrados na regido nordeste do pais (BAVIA et al.,
2011).

A Doenca de Chagas ¢ uma infec¢cdo parasitaria causada pelo protozoéario
Trypanossoma cruzi, se apresenta como uma doenca endémica em vérias regides do Brasil
tendo sindo considerada, na década de 1990, como a principal doenca parasitaria da América
Latina. Dentre as diversas manifestacdes clinicas, diferenciam-se trés fases: aguda,
indeterminada e crénica, afetando principalmente o musculo cardiaco com dilatacdo das suas
cavidades, podendo ser de diferentes gravidades, desde discretas alteracOes
eletrocardiograficas até insuficiéncia cardiaca grave ou morte subita (FARIA et al., 2013).

As bactérias sdo responsaveis por cerca da metade das doencas infecciosas
humanas, entre as mais frequentes esta a Escherichia coli, uma bactéria gram-negativa
apontada com um dos agentes etiolégicos mais comumente associados aos casos de diarréia
em homens e outras espécies animais. A maioria das cepas de E. coli que colonizam o trato
gastrintestinal s&o comensais e ndo causadoras de patologias (AKHAVAN e GHADERI,
2012). Outra bactéria gram-negativa causadora de infeccdes nosocomiais é a enterobacter
aerogenes, gque é associada também a quadros de bacteremia e sepse em varios tratos, como o
urinario e respiratério (RABELLO et al., 2001). Pseudomonas aeruginosa também é uma
bactéria do grupo das gram-negativas, € um patogeno colonizador freqiente da area
nasocomial, porém é atribuido como causa de diversas infec¢cbes em varias areas do corpo
humano, especialmente em paciente com sistema imunolégico comprometido. Esta presente

nos mais diversos ambientes e tem como principais problematicas a sua capacidade de



sobreviver por longos periodos em ambientes adversos, a sua baixa sensibilidade e alta
resisténcia a diversos antimicrobianos (GALES et al., 2001).

Nesse contexto, 0 presente trabalho teve como objetivos investigar o perfil
quimico do extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart., atividade
antiparasitaria, antimicrobiana, bem como avaliar a atividade modulatoria da resitencia
bacteriana em associacdo a antimicrobianos utilizados clinicamente frente a cepas

multirresistentes de bactérias e fungos.

MATERIAL E METODOS

Preparacéo do extrato

As folhas foram coletadas na Chapada do Araripe no municipio do Crato-
Ceard, Brasil. A coleta resultou em amostras para identificacdo e preparacdo de exsicata, que
foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional
do Cariri — URCA, Crato, Ceara, Brasil, sob nimero 30.2013.

As folhas do Ziziphus joazeiro Mart. foram secas ao ar livre durante 48h ao
abrigo do sol. Em seguida pesadas, separadas, trituradas e extraidas com solvente etanol e
agua na proporcao de 1:1, por um periodo de 72h. Em seguida foi realizada filtragem para
reter a parte solida. A mistura filtrada foi concentrada com o auxilio do aparelho rota
evaporador sob rotacdo entre 27 a 30 rpm e temperatura de aproximadamente 45°C para
destilacdo do solvente. A solucéo restante foi submetida ao banho-maria para evaporacao do
excedente etandlico e, transcorridas 24h, o EHFJZ foi congelado e liofilizado. O pé resultado
foi armazenado em frasco ambar e resfriado a 4°C em geladeira para os procedimentos

analiticos e ensaios farmacoldgicos.

Prospeccao fitoquimica qualitativa

Testes fitoquimicos foram feitos de forma qualitativa para detectar a
presenca de &cidos fendlicos, flavondides, taninos e saponinas. Os testes foram baseados em

leituras colorimétricas ou formac&o de precipitado conforme descrito por Matos (1997).



Determinagéo do teor de fendis totais e flavonoides

Com a determinagdo da curva de calibragdo, realizada com leitura da
absorbancia das diversas concentracdes de acido galico, foi obtida a seguinte equagdo: y =
0,012x + 0,103, a qual pode ser aplicada para determinacao dos fendis totais em equivalentes
mg de acido galico / g de extrato.A curva de calibracdo para determinacdo dos flavondides foi
obtida apds a leitura das diversas solucBes de quercetina com concentragdo determinada,
gerando a seguinte equacdo: y = 0,033x + 0,056, aplicada para determinacdo dos flavonoides
como mg equivalente de quercetina / g de extrato.

Ensaioscromatograficos

Quantificacao dos compostos por meio de CLAE

Andlises cromatogréaficas de fases reversiveis foram realizadas sob
condicGes de gradiente utilizando uma coluna C18 (4,6 mm x 250 milimetros) carregada com
particulas de didmetro 5um. A fase movel agua contendo 1 % de &cido férmico (A) e
acetonitrilo (B), e o gradiente de composic¢do foi o seguinte: 13% de B até 10 minutos e
mudou para obter 10, 20, 30, 50, 60, 70 % de B em 20, 30, 40 , 50, 60, 70 e 80 min,
respectivamente ( Boligon et al., 2012 ), com modificagfes. O extrato de Ziziphus joazeiro
foidissolvido em etanol a uma concentragdo de 20 mg / mL. A presenca de onze compostos
antioxidantes foi investigado, ou seja, acido gélico, acido clorogénico, acido elagico, acido
caféico, catequina, epicatequina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina, rutina e canferol. A
identificacdo destes compostos foi realizada comparando o seu tempo de retencéo e o espectro
de absorcéo de UV com a dos padrdes comerciais.

A taxa de fluxo foi de 0,7 ul / min, volume de injec¢do de 40 ul e 0
comprimento de onda de 254 nm para acido galico, 280 nm para catequina e epicatequina,
325 nm para os acidos cafeico, elagico e clorogénico, e 365 nm para a quercetina,
isoquercitrina, quercitrina, rutina e canferol. Todas as amostras e a fase movel foram filtradas
em filtro de membrana de 0,45 um (Millipore), e em seguida desgaseificada por banho de
ultra-sons antes da utilizacdo. As solucGes de referéncias padrdes foram preparadas em fase

movel de CLAE numa gama de concentragcbes de 0,030-0,250 pg / ml para canferol,



quercetina, quercitrina, isoquercitrina, catequina, epicatequina e rutina, e 0,030-0,250 ug / ml
para galico, cafeico 4&cidos eldgico e clorogénico. Os picos cromatograficos foram
confirmados comparando o seu tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e pelos
espectros de DAD (200 a 400 nm).

Curva de calibracéo para o &cido galico: Y = 14286x + 1395,8 (r = 0,9996 );
catequina: Y = 15097x + 1189,3 (r = 0,9997 ); epicatequina: Y = 13601x + 11945 (r = 0,9992
) , &cido cafeico: Y = 12758x + 1.259,7 (r = 0,9996 ); &cido clorogénico: Y = 13461x +
1275,3 (r = 10,9992 ) , &cido elégico: Y = 13576x + 1346,4 (r = 0,9999 ); rutina: Y = 12,845 +
1305,7 (r = 0,9999 ); quercetina: Y = 13560x + 1192,6 (r = 0,9991 ) , isoquercitrina: Y =
12873x + 1325,6 (r = 0,9998 ); quercitrina: Y = 11870x + 1329,8 (r = 0,9993 ) e o campferol:
Y = 14253x + 1238,9 (r = 0,9997 ). Todas as operacdes cromatograficas foram realizadas a
temperatura ambiente e em triplicata. O limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificagdo
(LOQ) calculado com base no desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por meio de trés
curvas de analise independentes. LOD e LOQ foram calculados como o 3,3 e 10 / s,
respectivamente, onde ¢ € o desvio padrao da resposta e S € o declive da curva de calibragao

(Boligon et al., 2013).

Determinacéo da Atividade Antoxidante DPPH e FRAP

A mensuracdo da atividade antioxidante foi feita pelo método de sequestro
de radicais livres de DPPH. Em um tubo foram misturados 100 pL da solug¢do do extrato em
diferentes concentra¢bes EHFZJ (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) ou solucGes de vitamina C
nas concentracdes de 5, 10, 25 e 50 puMe 3,9 mL de solucdo 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) 0,06 mM e homogenizado com agitador de tubos, procedimento realizado em
ambiente escuro. Para o branco, a amostra foi substituida por 100 pL de metanol. As leituras
foram realizadas utilizando um filtro de comprimento de onda de 520 nm e repetidas a cada
minuto até que foi observada a estabilizacdo da leitura. A curva padrdo foi determinada
realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515 nm), porém com solucdes de DPPH
em diferentes concentracdes (10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM), sendo o branco determinado por
metanol (SANCHEZ-MORENO, 2002; RUFINO et al., 2007). A CE50 foi obtida através da
interpolacdo entre a curva de DPPH e a da solucdo do extrato. Todos os ensaios foram

realizados em triplicatas.



A determinacdo da atividade antioxidante ocorre pela reducdo de ferro
(FRAP) através do método de espectroscopia na regido do visivel, utilizando a metodologia
descrita por Benzie e Strain (1996) com modificacdes. Foram usadas solugdes tampdo de
acetato 300 mM, pH 3,6 e 10 mM de TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-S-triazina) em solucdo de 40
mM HCI e 20 mM FeCls. 6H20. A solucdo de trabalho foi preparada misturando-se 25 ml de
tampéo de acetato, 2,5 ml de TPTZ e 2,5 ml FeCl; 0,6 H,O. A temperatura da solugéo foi
elevada para 37 ° C antes de usar. O extrato hidroalcodlico de Ziziphus joazeiro Mart. (0,15
mL) foi adicionado para reagir com 2,85 ml de solucdo de FRAP durante 30 minutos no
escuro. Neste método, o complexo ferrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao
complexo ferroso (Fell-TPZ), na presenca de um antioxidante e em condi¢bes acidas. O
complexo formado por esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa. O valor encontrado foi
considerado como a capacidade em gramas (g) de o extrato reduzir gramas (g) de sulfato
ferroso, a partir das absorbancias obtidas através da interpolacdo entre a curva de sulfato
ferroso e a solucdo do extrato. A leitura do complexo foi feita num comprimento de onda de

593 nm. O experimento foi realizado em triplicata.

Determinacdo da Atividade antimicrobiana e de modulagido da resisténcia bacteriana e

fungica

Os testes para atividade antimicrobiana foram realizados com as linhagens
padrdes bacterianas de Staphylococus aureusATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Enterobacter aerogenes 13048 e multirresistentes como S. aureus 10 (SA10), E. coli 06 (EC
06) e Enterobacter aerogenesCN64 (EA CN64) e linhagens fungicas de Candida krusei 01,
Candida Tropicalis 20 e Candida albicans 62 e multirresistentes como C. krusei LMBM 01
(CK LMBMO1), C. tropicalisLM 20 (CT LM20) e C. albicans LM 62 (CA LM62), , todas
obtidas da colecdo de microorganismos do Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular (URCA). Os estoques de culturas foram mantidos em Agar Heart Infusion (HIA) e

armazenados em refrigerador.

Para avaliar a atividade moduladora da agédo antibidtica do EHFZJ foram
utilizados antibidticos de diversas classes (amoxicilina, ciprofloxacina, benzilpenicilina,
gentamicina, amicacina e vancomicina). Para avaliacdo da atividade moduladora da acéo
antifungica do EHFZJ foram utilizados os antifingicos: mebemdazol, benzilmetronidazol e

nistatina.



A concentragdo inibitéria minima (CIM pg/mL) foi determinada em caldo
Brain Heart Infusion (BHI 10%) pelo método de microdiluicdo, usando uma suspenséo de 10°
UFC/mL e uma concentracdo do EHFJZ 1024 pg/mL diluida sequencialmente pelo titulo 1:2
(JAVADPOUR et al., 1996). A CIM foi definida como a menor concentragcdo na qual nenhum
crescimento de microorganismos foi observado. Para a avaliagdo das substancias como
moduladoras da resisténcia aos antibidticos e anifingicos, a concentracdo subinibitdria foi
determinada pelo CIM/8 para as bactérias SA10, EC 06 e EA CN64, e para os fungos CK
LMBMO1, CT LM20 e CA LM62. As placas foram incubadas por 24 horas a 37° C utilizando
para a leitura das cepas bacterianas o corante rezarzurina. A manutencdo da coloragdo azul
indica o ndo crescimento bacteriano, jA 0 surgimento da coloracdo vermelha evidencia o
crescimento bacteriano. Para leitura das cepas de fungos foi utilizado o método de observacéo

da turbidez. O teste foi realizado em triplicata

Para avaliar a atividade moduladora da acdo de antibioticos e antifungicos
os testes foram realizados em triplicata. Cada poco da placa de microdilui¢do continha EHFJZ
em concentragdo subinibitéria de forma constante, os antibi6ticos em concentracfes
decrescentes, partindo de 2500 pg/mL, e os antiflngicos partindo de 5000 pg/mL, diluidas
sequencialmente de 1:2 até 2,4 ug/mL e 4,8 pg/mL, sendo misturadas em caldo BHI 10%,
tendo sido este preparado com solucédo destilada estéril. Em cada poco foi adicionado 100 pL
de calso BHI 10% com 128 pug/mL do EHFJZ e inoculo bacteriano ou fangico (10° UFC/mL).
No primeiro poco adicionou-se 100 pL de solucdo do antibidtico ou antifungico com 5000
pug/mL procedendo a diluicdo seqliencial com titulo 1:2 nos pocos seguintes. As placas foram
incubadas a 37°C e lidas depois de 24h, com revelacdo pela rezarzurina como descrito na

determinagéo da CIM. O teste foi realizado em triplicata.

Todos ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média das repeticdes. A diferenca entre controle e associacdo foi avaliada
pelo teste de variancia (ANOVA) de uma via e, para valores de F significativos foram

efetuadas comparacdes utilizando post hoc pelo teste de Tukey usando o softwarePrism.

Determinacdo da Atividade antiparasitaria e citoprotetora

Para os testes de atividade antiparasitariain vitro de Tripanossoma cruzi, foi

utilizado o clone CL-B5 (Buckner et al., 1996). Os parasitos, transfectados de forma estavel



com o gene para a [3-galactosidase de Escherichia coli (lacz), foram fornecidos pelo Dr. F.
Buckner através do Instituto Conmemorativo Gorgas (Panama). As formas epimastigotas
foram cultivadas a 28° C em Meio de cultura Liver Infusion Tryptose Broth (Difco, Detroit,
MI), suplementado com Soro Fetal Bovino 10% (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA), penicilina
(Ern, S.A., Barcelona, Spain) e estreptomicina (Reig Jofr’e S.A., Barcelona, Spain), conforme
descrito por Le-Senne et al., (2002). As células foram coletadas para os testes na fase

exponencial de seu crescimento.

Culturas de Leishmania braziliensis foram obtidas do Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud, Asuncion, Paraguay - 1ICS e identificadas por analise
isoemzimatica. A manutencdo das linhagens, forma de cultivo e isolamento das formas
promatigotas de Leishmania spp. Seguiram os procedimentos descritos por Roldos et al.,
(2008). Os ensaios de inibicdo das formas promastigotas foram realizados utilizando a
linhagem de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e L. infantum (MCAN/ES/92/BCN83),

cultivada a 22°C em meio Schneider’s Drosophila, suplementado com SFB 20%.

Os ensaios de citotoxicidade utilizaram a linhagem de fibroblastos
NCTC929, cultivada em Minimal Essential Medium (Sigma). O meio de cultura foi
suplementado com SFB inativada por calor (10%), penicilina G (100 U/mL) e estreptomicina
(100 mg/mL). As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO,. A
viabilidade destas linhagens foi avaliada através do uso da resazurina como método

colorimétrico (Rolon et al., 2006).

O teste de atividade antiepimastigota foi realizado em microplacas com 96
cavidades, com culturas na fase exponencial, conforme descrito por Vega et al., (2005).
Epimastigotas foram inoculados em uma concentracdo de 1 x 10° mL™ em 200 uL de caldo de
figado triptose. As placas foram entdo incubadas com as drogas nas concentracdes de 100 e
500 pg/mL a 28° C por 72 h. Apos este tempo, foram adicionados 50 pL da solug¢do de
CPRG, de forma a atingir uma concentracao final de 200 pM. As placas foram incubadas por
um tempo adicional de 6h a 37°C e foram submetidas a visualizagdo sob 595nm. Cada
experimento foi realizado trés vezes e de forma independente, tendo sido cada concentracéo
testada em triplicata em cada experimento. A eficiéncia de cada composto foi estimada

através do célculo do percentual de atividade antiepimastigota (AE%).

O teste de atividade antipromastigota feito com culturas de formas

promastigotas de L. braziliensis que foram cultivadas até uma concentracdo de 10° células/mL



e entdo transferidas para o teste. Os compostos foram dissolvidos em DMSO até as
concentragcdes a serem testadas e foram transferidos para as microplacas. Cada ensaio foi
realizado em triplicata. A atividade dos compostos foi avaliada ap6s 72h por contagem direta

das células apds diluicdes seriais e comparadas com um controle néo tratado.

Fibroblastos NCTC929 utilizados no teste de citotoxicidade foram
plaqueados em placas de microdiluicdo de 96 cavidades a uma concentracdo final de 3 x 10*
células/cavidade. As células foram cultivadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. Ap6s
isso, o meio de cultura foi removido e os compostos foram adicionados a 200 pL, sendo
realizado um novo cultivo por 24 h. Apods esta incubagdo, 20 pL. de uma solugdo de
Resazurina 2 mM foi adicionada em cada cavidade. As placas foram incubadas por 3h e a
reducdo da resazurina foi determinada através de dupla absorbancia nos comprimentos de
onda de 490 e 595 nm. O valor do controle (branco) foi subtraido. Cada concentracdo foi

testada em triplicata.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média das repeticdes. Para calculo das ICsy as equacdes foram determinadas

por regressao linear usando o softwarePrism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da composi¢ao quimica por métodos colorimétricos

No extrato foi identificada qualitativamente a presenca de saponinas,
taninos, flavoinoides e polifenois. A presenca de saponinas no EHFZJ foi avaliada pela
formacdo de espuma persistente (por mais de 15 minutos) apds o extrato ter sido solubilizado
em &gua destilada e a solugdo ter sido fortemente agitada. Pdde-se concluir a presenca de

saponinas no EHFZJ.

A presenca de saponinas é relatada, em diversos estudos, em plantas do
género rhamnaceae (SPARG, 2004), como a Hovenia dulcis Thunb(WANDSCHEER et al,
2011), e espécies Ziziphus: Zizyphus spina-christiL. (SHAHAT et al., 2001); Zizyphus
juazeiro (TRIPATHI et al., 2001) é referida também a presenca desse metabolito secundario
nos frutos (MELO et al., 2012), entrecascas(BARBOSA FILHO et al., 1985), e folhas



(CARVALHO, 2007) do Ziziphus joazeiro. Os altos teores de saponinas no juazeiro
justificam sua principal aplicacdo comercial, a producdo de sabdo, e também seu uso como
ferramenta para higiene pessoal por suas propriedades detergentes (FONSECA e BRANCO,
2010).

No ensaio quantitativo por espectrofotometria revelou que o extrato das
folhas de Ziziphus joazeiro Mart. possui como teor de polifendis ( 183,13 mg/g) e de
flavondides ( 7,37 mg/qg).

Anélise da composicdo quimica por CLAE

Curva de calibracdo para o &cido galico: Y = 14286x + 1395,8 (r = 0,9996);
catequina: Y = 15097x + 1189,3 (r = 0, 9997); epicatequina: Y = 13601x + 11945 (r = 0,
9992), &cido cafeico: Y = 12758x + 1.259,7 (r = 0, 9996); &cido clorogénico: Y = 13461x +
1275,3 (r = 0, 9992), &cido elagico: Y = 13576x + 1346,4 (r = 0, 9999); rutina: Y = 12,845 +
1305,7 (r = 0, 9999); quercetina: Y = 13560x + 1192,6 (r = 0, 9991), isoquercitrina: Y =
12873x + 1325,6 (r = 0, 9998); quercitrina: Y = 11870x + 1329,8 (r = 0, 9993) e o campferol:
Y =14253x + 1238,9 (r = 0,9997).

A andlise quimica por CLAE do extrato hidroalcodlico das folhas de
Ziziphus joazeiro revelou a presenca dos seguintes composto na sua composicao: acido galico
(tR = 10,09 min; pico 1), catequina (tR = 16,32 min; pico 2), acido clorogénico (tR = 21,17
min; pico 3), acido caféico (tr = 24,93 min; pico 4), acido elagico (tR = 29,86 min; pico 5),
epicatequina (tR = 34,19 min; pico 6), a rutina (tR = 39,05 min; pico 7), isoquercitrina (tR =
44,89 min; pico 8), quercitrina (tR = 47,61 min; pico 9), a quercetina (tR = 51,07 min; pico
10) e o campferol (tR = 60,34 min; pico 11) (Figura 1). A analise por CLAE revelou que ha a
presenca de flavondides, taninos e os acidos fendlicos no extrato de Ziziphus joazeiro (Tabela
1).

Figura 1 — Cromatograma do extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. realizado em

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Deteccdo UV em 325 nm. Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido
cafeico (pico 4), acido elagico (pico 5), epicatequina (pico 6), rutina (pico 7), isoquercitrina (pico 8), quercitrina
(pico 9), quercetina (pico 10) e canferol (pico 11).

Tabela 1 — Composi¢do quimica do extrato de Ziziphus joazeiroMart.

Ziziphus joazeiro LOD LOQ
Componentes

mg/g % ng/Ml pug/mL
Acido galico 13.67+0.01a 1.36 0.015 0.049
Catequina 528+0.01b 0.52 0.032 0.105
Acido clorogénico 10.45+0.03 ¢ 1.04 0.009 0.029
Acido caféico 29.61+0.01d 2.96 0.024 0.078
Acido elagico 15.09+0.02a 1.50 0.013 0.042
Epicatequina 483+0.01b 0.48
Rutina 9.72+0.02e 0.97 0.027 0.090
Isoquercitrina 15.24 +0.03 a 1.52 0.008 0.026
Quercitrina 19.38+0.01f 1.93 0.035 0.114
Quercetina 21.30£0.02¢g 2.13 0.019 0.063
Canferol 5.17+0.03b 0.51 0.026 0.085

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés determinagdes. Médias seguidas de
letras diferentes diferem pelo teste de Tukey para p <0,001.

Os flavondides encontrados no EHFZJ foram a quercetina, isoquercetina,
quercitrina, rutina e canferol. Os flavondides possuem comprovada acdo antioxidante
(MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; PEREZ-TRUEBA, 2003; ROSA et al., 2010), além



dessa atividade, compostos dessa classe quimica também apresentam atividade antialérgica;
acdo contra o desenvolvimento de tumores, anti-hepatotdxica, antiulcerogénica; atuagdo
antiplaquetaria, acdes antimicrobianas e antivirais (LOPES et al., 2000) e ainda sugere-se
através de estudos que eles agem inibindo a replicacdo do virus causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida, SIDA (LIN et al. 1997).

Os taninos catequina e epicatequina foram detectados no extrato de ziziphus
joazeiro. Esse grupo de compostospode ser encontrado em diversas partes do vegetal, como
folhas, cascas, entrecascas, frutos e sementes. Apresentam em sua constituicdo os polifendis e
sdo classificados quimicamente em hidrolisaveis e condensados (PAES et al., 2006). Estudos
sugerem, em relacdo aos taninos, uma expressiva acdo antibacteriana (LOGERCIO et al.,
2005). E relatada também a sua importancia antiinflamatdria, antiparazitaria, cicatrizante e
gastroprotetora (MELLO e SANTQOS, 2001).

Dentre os acidos fendlicos identificados no EHFZJ, o que se mostrou
majoritario foi o &cido caféico. Varios estudos relatam a importante atividade pro e
antioxidante do acido géalico e caféico (SOARES, 2002; BIANCHI e ANTUNES, 1999;
RAMALHO e JORGE, 2006), ambos presentes no extrato.

Os resultados demonstrados pelo método CLAE indicaram um total de
fendis de 68,82 mg/g de extrato e teor de flavondides de 55,57 mg/g, ja o método
colorimétrico indicou um total de 183,13 mg de polifendis/g de extrato e de 7,37 mg de
flavonoides/g de extrato. Os dados do método colorimétrico superestimam a quantidade de
polifendis presentes no extrato.De acordo com Bragagnolo (2001), métodos colorimétricos
possuem uma tendéncia a superestimar o teor de compostos totais pela presenca de
substancias interferentes, ja os métodos cromatograficos, ainda que mais onerosos, sao 0s

mais especificos, pois possuem a capacidade de isolar os interferentes.

Atividade antioxidante por DPPH e FRAP

A atividade antioxidante foi mensurada com o metodo de sequestro de
radicais livres de DPPH e atividade quelante de ferro, respectivamente. Os resultados
demonstraram uma CEsp 735,72 pg/mL para o EHFZJ e CEsp 40,82 pug/mL para a vitamina C
para 0 ensaio de DPPH e uma CEs 0,87 pg/mL para testetFRAP.O DPPH é um radical livre

estavel, quando € reduzido perde sua cor purpura, dessa maneira é utilizado em testes



quimicos para detectar o poder redutor, oxidante, de determinadas substancias (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Em seu estudo comparativo, Silva et al. (2011), identificaram uma CEszode
461,88 e 1743,05 pg/mL para folhas e cascas de Ziziphus joazeiro, respectivamente, e CEs =
13,95 pg/mL para o acido ascorbico. Tais resultados corroboram com nosso estudo, que
demonstra que o extrato das folhas Ziziphus joazeiro Mart. apresenta baixa atividade para o
sequestrodo radical livie DPPH quando comparado ao &cido ascérbico. Altos teores de
polifenois e flavondides presentes em produtos naturais sdo responsaveis pela sua capacidade
de sequestar radicais livres (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002;SOARES, 2002). Compostos
fenolicos demonstram sua capacidade antioxidativa, essencialmente, pela caracteristica de sua
estrutura quimica, fatores estes que desempenham um importante envolvimento no sequiestro
e neutralizacdo dos radicais livres e quelacdo de metais instaveis, atuando no inicio do
processo oxidativo e na sua propagacdo(SOUSA et al., 2007).As pequenas quantidades desses
compostos detectadas no EHFZJ através dos métodos colorimétricos e CLAE corroboram

com a baixa capacidade antioxidante do mesmo.

Atividade antiparasitaria

Os resultados para atividade citotoxica, antileishmania e tripanocidica do
extrato Ziziphus joazeiro Mart. sdo demonstradas na Tabela 2. O EHFZJ demonstrou contra
fibroblastos uma I1Cso = 119,34pug/mL atestando sua baixa toxicidade.Quanto a avaliacdo da
atividade antiparasitaria apresentou para epimastigotasde T.cruziumalCsy = 316.28ug/mL e
para as formaspromastigotas de L.brasiliensise L. infantumICssy de 214.12ug/mL e
174pg/mL, respectivamente. Estes resultados demonstram que o EHFZJ é eficaz contra todos
0s protozoarios testados, uma vez que, de acordo com Santos et al. (2012), ICsp menores que

500 pg/mL ja séo consideradas clinicamente relevantes.

Tabela 2 - Atividade antileishmania, tripanocidica e citotdxica de Ziziphus joazeiro Mart.

Conc. %Al +%DS %AL +%DS %AT +%DS %AF +%DS




pg/mL

1000 78,95 0,24 39,3 1,3 60,84 0,61 82,17 0,02
500 2431 27 0 1,84 2391 0,32 77,54 0,37
250 1199 1,77 0 2,7 7,12 0,8 70,36 0,67
125 1205 1,71 0 2,4 3,45 2,69 5162 0,5

%Al — Porcentagem de promastigotas L.infantumde cepas mortas;%AL — Porcentagem de promastigota
L.brasiliensis de cepas mortas; %AT - Porcentagem de epimastigota de T.cruzi CL transfectada mortas; %AF —
Porcentagem de fibroblastos mortosN-CTC 929 mortos; + %DS — Desvio padréo.

Algumas espécies do género Rhamnaceae, a exemplo da Ziziphus oenoplia
var. brunoniana (OSORIO, MONTOYA e ARANGO, 2006), Hovenia dulcis Thunb
(CASTRO et al., 2002), Ampelozizyphus amazonicus (ROSAS et al., 2007) e Ziziphus spina
christi(TONKAL, 2005) foram identificadas como possuindo atividade antiparasitaria frente a
leishmaniae T. cruzi,acredita-se que essa atividade se deva a presenca de alcaldides nas
mesmas, uma vez que esses compostos possuem atividade tripanocida por inibirem a
respiracdo celular (SOBRINHO et al., 2007). O ponto de partida para 0 uso de novos
compostos em modelos animais € a mensuracdo da sua toxicidade, atualmente, farmacos
utilizados no combate a parasitos comoT. cruzi e L. braziliensis demonstram alto nivel de
toxicidade devido a grande reatividade dos metabdlitos produzidos por eles (DIAS et al.,
2009), o EHFZJ apresentou baixa toxicidade. A literatura carece de estudos que tratem da

atividade antiparasitaria da espécie Ziziphus joazeiro.

Atividade antimicrobiana

Pesquisas tém comprovado a eficacia antimicrobiana de plantas medicinais
e seus metabolitos secundarios, tais estudos foram direcionados pelo uso popular (CAETANO
et al., 2002; DUARTE, 2006; LIMA et al., 2006; PACKER e LUZ, 2007; SILVA et al.,
2007). Os resultados apresentados na Tabela 3revelaram um valor da CIM > 1024 pg/mL para
todas as bactérias e fungos testados, o que aponta para uma atividade antimicrobiana pouco
relevante clinicamente. Estes resultados confirmam os dados dos estudos de Almeida e
Amorim (2009);Cavalcante(2010); Melo et al. (2012); Silva et al. (2011), que classificaram a
atividade antimicrobiana das folhas do Ziziphus joazeiro como leve em relacdo aos extratos

obtidos de outras partes dessa planta, como frutos e cascas.

Tabela 3 - Concentracéo inibitéria minima (mg/mL) do EHFZJ para bactérias e fungos.



Bactéria / Fungo (linhagem) MIC (ug/mL)

Staphylococus aureus ATCC 25923 > 1024
Escherichia coli ATCC 25922 > 1024
Enterobacter aerogenes 13048 > 1024
Candida krusei 01 ATCC > 1024
Candida Tropicalis 20 ATCC > 1024
Candida albicans 62 ATCC > 1024

O teste de modulagdo tem como objetivo avaliar a influéncia do extrato
EHFZJ sobre a acdo dos antibidticos utilizados terapeuticamente frente a cepas bacterianas
multirresistentes. Os resultados demonstraram que a associacdo do EHFZJ com os
antibidticos, gentamicina e amicacina reduziram a concentracdo necessaria para inibicdo do
crescimento bacteriano de 78 pg/mL para 19 pg/mLe 78 pg/mL para 9,7ug/mL,
respectivamente (Tabela 4) demonstrando um sinergismo.

Tabela 4 - Valores de concentragdo de inibicdo do crescimento bacteriano dos antibioticos (pg/mL) frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes.

Linhagem Staphylococcus aureus Escherichia coli Enterobacter aerogenes
Antibiotico Associacdo Controle** Associacdo* Controle** Associacdo* Controle**
*
Vancomicina 1250 1250 2500 2500 2500 2500
Gentamicina 19,5 19,5 156 156 19* 78
Amicacina 19,5 19,5 156 156 9,7 78
Benzilpenicilina >2500 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
Amoxicilina >2500 >2500 >2500 >2500 1250 1250
Ciprofloxacina 19,5 19,5 78 78 19,5 19,5

* concentracdo do antibidtico em associacdo com a concentragdo subinibitéria do EHFZJ; ** Concentracdo do
antibiotico. Os resultados estdo descrito da média das triplicatas # p<0,001 em relagdo ao controle pelo teste de
Tukey.

A utilizacdo de associagdes entre antibioticos de acdo sinérgica ja esta sendo
tomada ha tempos, entre B-lactamicos e PB-lactamase, por exemplo, e ainda hoje é uma
alternativa competente contra os diversos mecanismos de resisténcia bacteriana.Devido a esse
fato ha, atualmente, uma crescente busca por novos compostos com capacidade para inibir,
em baixas concentracbes, o metabolismo de Vvéarias espécies de microorganismos
multirresistentes, sejam eles de origem natural ou sintética (SILVEIRA et al., 2006). A

associacdo entre produtos naturais e antimicrobianos tem ganhado destaque nessa busca



(OLIVEIRA et al., 2006), uma vez que essa pratica tem sido comprovada, através de diversos
estudos (JUNIOR et al.,2011; MATIAS et al, 2012;0LIVEIRA et al., 2011). Segundo
Coutinho et al. (2008), alguns produtos naturais agem potencializando o efeito dos

antibioticos, dificultando assim, o desenvolvimento da resisténcia aos mesmos.

O EHFZJ demonstrou efeito modulador significativo em associacdo com
amicacina e gentamicina frente a enterobacter aerogenes (Figura 2). Esse efeito pode ser
justificado, em parte, pela presenca de metabdlitos secundarios que alteram a permeabilidade
ou rompem a membrana celular do microorganismo, o que aumenta a disponibilidade do
antimicrobiano no seu sitio de acdo (JOHANN, 2003), metabolitos como os flavondides, por
exemplo, que apresentam ac¢do antimicrobiana comprovada (ZUANAZZI, 2000) e compde

uma das classes quimicas presentes no extrato estudado.

Figura 2: Atividade moduladora do EHFZJ frente as cepas multirresistentes de Enterobacter aerogenes.
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Cada poco da placa de microdilui¢do continha EHFJZ em concentracéo subinibitéria de forma constante, os
antibidticos em concentragdes decrescentes, partindo de 2500 pg/mL, diluidas sequencialmente de 1:2 até 2,4
pg/mL e 4,8 pg/mL, sendo misturadas em caldo BHI 10%, tendo sido este preparado com solucdo destilada
estéril. Em cada poco foi adicionado 100 pL de calso BHI 10% com 128 pg/mL do EHFJZ e inoculo bacteriano
(10° UFC/mL). No primeiro poco adicionou-se 100 pL de solucdo do antibidtico ou antifingico com 5000
pg/mL procedendo a diluicdo sequiencial com titulo 1:2 nos pogos seguintes. As placas foram incubadas a 37°C e
lidas depois de 24h, com revelacdo pela rezarzurina. O teste foi realizado em triplicata.



O efeito antibacteriano demonstrado pode estar relacionado, ainda, a
presenca de saponinas no EHFZJ, que tem como caracteristica a capacidade de formar
complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos das membranas celulares que
possibilitam acdes biologicas diversas, entre elas defesa contra bactérias (CASTEJON e
STRINGHINI, 2011). A acdo desse metabdlito secundario sobre a membrana celular pode
agir alterando a permeabilidade da mesma ou causando a sua destruicdo completa
(SCHENKEL et al., 2001).

Estudos comprovaramo efeito antimicrobianode plantas pertencentes a
familia Rhamnaceae frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas: Condalia buxifolia
(MALDANER, 2005); ziziphus abyssinica e Berchemia discolor (GUNDIDZA e SIBANDA,
1991); Scutiabuxifolia (BOLIGON et al., 2012). Em estudos para determinacdo dos halos de
inibicdo, o extrato das cascas do Ziziphus joazeiro apresentou atividade bactericida
significante, porém nesse mesmo método o extrato das folhas ndo obteve desempenho
relevante (ALMEIDA e AMORIM, 2009; KATO et al.,, 1998; SILVA, et al.,, 2011). A
literatura carece de estudos que tratem do efeito de extratos do Z. joazeiro em associagcdo com

antibioticos e que avaliem seus efeitos sinérgicos ou antagénicos em relagdo a estes.

O teste de modulagdo para antifungicos tem como objetivo analisar a
influencia do EHFZJ em concentracdo subinibitdria sobre diversas concentracdes de
antifangicos frente as cepas fungicas multirresistentes. Para isso, a concentracdo subinibitdria,
determinada pela CIM/8, apresentou concentracdo de 128 pg/mL para ser utilizada nos
ensaios de modulacdo da resisténcia fangicas. Os resultados demonstraram que o EHZJ nédo
potencializou a acdo de nenhum dos antiflngicos frente as linhagens de fungos testadas. Tais
resultados corroboram com Melo et al. (2012), que ndo identificou atividade antifingica nos
extratos de nenhuma das partes do Ziziphus joazeiro e Cruz et al. (2007) que concluiu que
apenas o extrato dasentrecascasde Ziziphus joazeiro apresenta atividade sobre os fungos
Candida albicans, Candida guilliermondii, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum

e Fonsecaea pedrosoi.

CONCLUSAO

Foi possivel determinar a presenca de flavondides, fenois, taninos e

saponinas no extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart., além de comprovar



sua capacidade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH e FRAP, ainda que a
mesma tenha se mostrado discreta quando comparada aos padrfes de vitamina C.

O teste de microdiluicio n&o demonstrou atividade antimicrobiana
clinicamente relevante para o EHFZJ, entretanto, para a atividade modulatoria da resisténcia
bacteriana foi observada acdo sinérgica do extrato em associagdo com amicacina e
gentamicina frente a Enterobacter aerogenis. Em relacdo a atividade antifungica o EHFZJ
ndo apresentou atividade clinicamente relevante frente as linhagens flngicas testadas nem

atividade modulatéria em associagdo com os antifungicos adotados.

O EHFZJapresentou, durante os ensaios, potencial antiparasitario com base
no efeito toxico contra a forma promastigota de L. braziliensise L. infantum e
epimastigotadeT. cruzi, alem de demonstrar baixa citotoxidade frente a fibroblastos. Tais
resultados se mostram promissores, uma vez que odesafio hoje consiste em descobrir e
aperfeicoar moléculas bioativas de produtos naturais que selecionem apenas as proteinas alvo

do parasita, com 0 minimo de riscos e danos para as células do hospedeiro.
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RESUMO

INTRODUGCAO: Ziziphus joazeiro Mart., conhecido popularmente como juazeiro,
apresenta-se como uma das espécies endémicas do bioma caatinga, € relatado seu uso na
medicina popular como expectorante, no tratamento de bronquites, de ulceras gastricas e
ferimentos de pele, na fabricacdo de cosméticos, xampus anticaspa e creme dental e na

alimentacdo de animais principalmente nos periodos de seca.

OBJETIVOS: Este trabalho teve como objetivo quantificar o teor de &cidos fendlicos e
flavonoides através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o potencial
gastroprotetordo extrato e cicatrizante de cremes contendo do extrato hidroalcodlico das
folhas de Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZJ).

METODOS: A investigacdo do potencial gastroprotetor foi feita através dos modelos
classicos de lesdo gastrica por etanol, etanol acidificado e indometacina e pelo método de
barreira. A atividade cicatrizante das lesdes cutaneas induzidas no dorso de ratos foi avaliada
através da mensuracdo da velocidade de fechamento das feridas (VFf) e do percentual de

contragédo (%C) das mesmas.


mailto:ljneto@yahoo.com.br
mailto:erikanascimento11@hotmail.com

RESULTADOS: O resultado da DLsp hdo demonstrou nenhum registro de 6bitos entre 0s
animais tratados oralmente com dose 5000mg/kg do EHFZJ.Nos modelos de lesdo géstrica
induzida por indometacina, etanol e etanol acidificado, o EHFZJ mostrou efetividade na dose
de 400 mg/kg comprovando a sua atividade gastroprotetora. Porém, no teste de barreira fisica
observou-se que apenas a via de administracdo oral é efetiva quando comparada a via
intraperitoneal.No teste para avaliacdo do potencial cicatrizante os grupos testados (creme
base, EHFZJ 100, 200 e 400 mg/g) ndo demonstraram diferenca estatistica significante em
relacdo ao percentual de contracdo e a velocidade de fechamento da ferida nos tempos de
observacdo (0, 3,7, 11 e 14).

Nos modelos de inducdo de lesdo gastrica por etanol e etanol acidificado, 0 EHFZJ mostrou
maior efetividade na dose de 400 mg/kg, apresentando percentual de reducdo da area
lesionada de 47,16% e 63,11%, respectivamente, quando comparados ao omeprazol, que
reduziu em 57,32% e 55,17% em cada teste, respectivamente. Nas lesdes induzidas por
indometacina, 0 EHFZJ na dose de 400 mg/kg, obteve pontuacao de 2,85 + 0,40, semelhante a
pontuacdo atribuida ao omeprazol (2,42 + 0,42), comprovando a sua atividade gastroprotetora.
No teste de barreira fisica observou-se que apenas a via de administracdo oral é efetiva

guando comparada a via intraperitoneal.

CONCLUSOES:Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o extrato
hidroalcodlico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. possui acdo gastroprotetora,o
mecanismo de gastroprotecdo do EHFZJ se da pela formagdo de uma camada mucoproteica
desencadeada pela aderéncia de taninos a mucosa gastrica, o que justifica o seu uso popular
para gastritemecanismo de gastroprotecdo se da por via topica. O creme do EHFZJ, por sua
vez, ndo apresentou acdo cicatrizante estatisticamente significante em relacdo ao controle

negativo.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro, CLAE, atividade gastroprotetora, atividade cicatrizante.

ABSTRACT

INTRODUCTION:Ziziphus Joazeiro Mart., popularly known as juazeiro, is presented as one
of the endemic species of the caatinga biome, it reported its use in folk medicine as an



expectorant in the treatment of bronchitis, gastric ulcers and skin wounds, in manufacturing
cosmetics, dandruff shampoos and toothpaste and animal feeding especially during dry
periods.

OBJECTIVES: This study aimed to quantify the content of phenolic acids and flavonoids by
high performance liquid chromatography (HPLC), the gastroprotective potential of the extract
and healing creams containing the hydroalcoholic extract of Ziziphus joazeiro Mart. (EHFZJ).

METHODS: The investigation of the potential gastroprotective was taken by classic models
of gastric damage by ethanol, acidified ethanol and indomethacin and the barrier method. The
healing activity of skin lesions induced in the dorsum of rats was assessed by measuring the
rate of wound closure (VFF) and the percentage of contraction (% C) of the same.

RESULTS: The results of LD50 showed no record of deaths among animals treated orally
with a dose of 5000mg/kg EHFZJ. In models of gastric lesions induced by indomethacin,
ethanol and acidified ethanol, EHFZJ showed effectiveness at a dose of 400 mg / kg proving
its gastroprotective activity. However, the physical barrier test, it was observed that only the
oral route of administration is effective when compared to intraperitoneally. In the test to
evaluate the healing potential of the tested groups (cream base, EHFZJ 100 , 200 and 400
mg/g ) showed no statistically significant difference in relation to the percentage of
contraction and the rate of wound closure in observation times (0, 3, 7, 11 and 14).In models
of induced gastric lesions in ethanol and acidified ethanol, EHFZJ showed greater
effectiveness at a dose of 400 mg / kg, with a percentage reduction of lesions of 47.16 % and
63.11 %, respectively, compared to omeprazol area which decreased by 57.32 % and 55.17 %
in each test, respectively. In indomethacin induced lesions, EHFZJ at a dose of 400 mg / kg ,
obtained score of 2.85 £ 0.40, similar to scores assigned to omeprazole (2.42 + 0.42) , proving
its gastroprotective activity. In the physical barrier test, it was observed that only the oral
route of administration is effective when compared to intraperitoneally.

CONCLUSIONS: The results of this study allow us to conclude that the hydroalcoholic
extract of Ziziphus joazeiro Mart. Have gastroprotective action, the mechanism of
gastroprotection EHFZJ occurs by the formation of a layer mucoproteica triggered by
adhesion of tannins to the gastric mucosa, which explains its popular use for gastritis
mechanism of gastroprotection is given topically. The cream EHFZJ, in turn, were not
significant healing action in relation to the negative control.

Keywords:Ziziphus joazeiro, HPLC, gastroprotective activity, healing activity.

INTRODUCAO

O crescente uso de produtos naturais e o potencial valor financeiro agregado
a esse setor trouxeram a tona a necessidade de maiores investigacdes acerca dos mesmos. A

base para as pesquisas tem sido a crenca popular e aplicabilidade dos tratamentos caseiros.



Além disso, segundo Calixto (2003), os produtos naturais sdo utilizados como matéria-prima
na sintese de moléculas complexas de interesse farmacoldgico, o que despertou o interesse da
industria farmacéutica a nivel mundial, e por ser o Brasil um pais de imenso patriménio
natural este se tornou um grande desafio para o aproveitamento racional da sua

biodiversidade.

O género Ziziphus possui cerca de 30 espécies (HEALD, 2004). Ziziphus
joazeiro, é uma das arvores de maior ocorréncia na Caatinga, sendo popularmente conhecida
como juazeiro (GIULIETTI et al. 2002). A espécie apresenta grande potencial econémico e
importancia para a regido semi-arida, uma vez que suas folhas e frutos representam uma
valiosa alternativa para os animais no periodo da seca. Por ser uma das poucas plantas da
caatinga que se mantém verde durante todo o ano (CARVALHO, 2007). Além disso, na
medicina popular, é bastante utilizada em tratamentos de gastrites, gripes, contusdes e
ferimentos; a raspa da entre-casca é rica em saponina, sendo, portanto empregada na producéo
de sabdo. E também aproveitada para a fabricacdo de creme dental, como ténico capilar na
sua forma macerada e a madeira é recomendada para lenha, carvdo e marcenaria (SILVA e
MATOS, 1998).

Os tipos de feridas, suas etiologias e locais de acometimento sdo 0s mais
diversos possiveis, e, portanto apresenta-se como outro grave problema de satde puablica.
Ainda que se tenha investido bastante em pesquisa e desenvolvimento de recursos e
tecnologias nessa area e tenham sido verificados grandes avancos na compreensdo dos
fendmenos envolvidos nas diversas fases da reparacao tissular, essa ainda é uma problematica
que repercute em elevados custos financeiros e profundas consequéncias sociais sobre 0s
portadores dessas injurias, ja que com freqiiéncia esses desenvolvem sequelas que podem
levar a perda de membros e de suas fungdes, com conseqliente afastamento do trabalho e de
suas atividades de vida diaria (MANDELBAUM et al., 2003).

Por definicdo, Ulceras sdo lesdes da mucosa gastrointestinal que consistem
na perda circunscrita de tecido, penetrando na camada muscular da mucosa. Quando
formadas no estbmago sdo chamadas Ulceras estomacais ou gastricas e quando formadas no
duodeno sdo chamadas de Ulceras duodenais. Contudo, tanto as Ulceras gastricas como as
ulceras duodenais s&o comumente chamadas de Ulceras pépticas. A Ulcera péptica & uma
doenga heterogénea, com multiplos fatores envolvidos em sua génese. As hipoteses mais

provaveis da causa das doencas ulcerosas agrupam fatores genéticos, estilo de vida (fatores



emocionais, estresse, dieta alimentar, ingestdo de &lcool), tabagismo, consumo de
antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES), infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori), entre
outros (BURCI e SILVA, 2011).

Entre os produtos naturais mais efetivos utilizados para cicatrizacdo de
feridas cutaneas destaca-se o mel, a propolis, as folhas de Aloe vera e 06leo de copaiba
(Copaifera langsdorfii) (OLIVEIRA et al., 2007). Acredita-se que 0 mecanismo de atuagcdode
substancias naturais que favorecem o processo de cicatrizagdo de feridas e Ulceras seja similar
ao da indometacina, que age inibindo a sintese de prostandides, diminuindo a colagendlise
nos primeiros dias de cicatrizacdo, favorecendo a producdo de colageno (BEZERRA et al.,
2006) ou ainda, através da precipitacdo de proteinas sintetizadas pelos polifendis presentes
nos extratos de plantas (CARVALHO, 2006).

Segundo Burcy e Silva (2011), a Ulcera gastrica apresenta-se como um dos
disturbios mais comuns que afetam o sistema gastrintestinal. Pode ser descrita como uma
lesdo na mucosa do trato digestivo, que se estende através da camada muscular da mucosa até
a submucosa, ou ainda mais profundamente. Nesse tipo de lesdo mais profunda tanto os
componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células

do masculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos.

Nesse paradigma, varias plantas medicinais tem sido alvo de pesquisas para
a formulacdo de novos farmacos para o tratamento de distirbios gastrintestinais e lesGes
cutaneas. Por ser relatado o uso popular do Ziziphus joazeiro para tais fins, este trabalho se
propGe a avaliar sua composicdo quimica e seu potencial gastroprotetor e quantificar o

potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico incorporado a uma formulacéo do tipo creme.

MATERIAL E METODOS

As folhas foram coletadas na Chapada do Araripe no municipio de Crato-
Ceard, Brasil. A coleta resultou em amostras para identificacdo e preparacdo de exsicata, que
foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional
do Cariri — URCA, Crato, Ceara, Brasil, sob numero 30.2013 sendo identificada pela Dra.

Maria Arlene Pessoa da Silva.



As folhas do Ziziphus joazeiro Mart. foram secas ao ar livre durante 48h ao
abrigo do sol. Em seguida pesadas, separadas, trituradas e extraidas com solvente etanol e
agua na proporcao de 1:1, por um periodo de 72h. Em seguida foi realizada filtragem para
reter a parte sélida. A mistura filtrada foi concentrada com o auxilio do aparelho rota
evaporador sob rotacdo entre 27 a 30 rpm e temperatura de aproximadamente 45°C para
destilacdo do solvente. A solucéo restante foi submetida ao banho-maria para evaporacao do
excedente etandico e, transcorridas 24h, o EHFJZ foi congelado e liofilizado. O p6 resultante
foi armazenado em frasco ambar e resfriado a 4°C em geladeira para os procedimentos

analiticos e ensaios farmacolégicos.

Analise Cromatografica

Procedimentos quimicos, aparelhos e geral

Todos os produtos quimicos foram de grau analitico. Acetonitrila, acido
formico, acido galico, &cido clorogénico, acido elégico e acido cafeico foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Catequina, epicatequina, quercetina, quercitrina,
isoquercitrina, rutina, canferol e foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) foi realizada com o sistema
de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo), Proeminence Sampler Auto (SIL-20A), equipado com
bombas alternativas Shimadzu LC-20AT ligados ao desgaseificador DGU 20A5 com
integrador CBM 20A, DAD detector UV-VIS (diodo) SPD-M20A e solugdo LC Software
1.22 SP1.

Quantificacao dos compostos por meio de CLAE

Anélises cromatograficas de fases reversiveis foram realizados sob
condicGes de gradiente utilizando uma coluna C18 (4,6 mm x 250 milimetros) carregada com
particulas de didmetro 5um. A fase movel agua contendo 1 % de &cido férmico (A) e
acetonitrilo (B), e o gradiente de composicdo foi o seguinte: 13% de B até 10 minutos e
mudou para obter 20%, 30 %, 50 %, 60 %, 70 % , 20% e 10 % de B em 20, 30, 40, 50, 60, 70
e 80 min, respectivamente ( BOLIGON et al., 2012 ), com ligeiras modificacGes. O extrato de



Ziziphus joazeiro foidissolvido em etanol a uma concentracdo de 20 mg / mL. A presenca de
onze compostos antioxidantes foi investigado, ou seja, &cido galico, &cido clorogénico, acido
elagico, acido caféico, catequina, epicatequina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina, rutina e
canferol. A identificacdo destes compostos foi realizada comparando o seu tempo de retencao

e 0 espectro de absorcdo de UV com a dos padrdes comerciais.

A taxa de fluxo foi de 0,7 ul / min, volume de injec¢do de 40 pul e o
comprimento de onda de 254 nm para &cido galico, 280 nm para catequina e epicatequina,
325 nm para os &cidos cafeico, eldgico e clorogénico, e 365 nm para a quercetina,
isoquercitrina, quercitrina, rutina e canferol. Todas as amostras e a fase movel foram filtradas
em filtro de membrana de 0,45 um, e em seguida desgaseificada por banho de ultra-sons antes
da utilizacdo. As solucgdes de referéncias padrées foram preparadas em fase mével de CLAE
numa gama de concentracdes de 0,030-0,250 pg / ml para canferol, quercetina, quercitrina,
isoquercitrina, catequina, epicatequina e rutina , e 0,030-0,250 pg / ml para galico, cafeico
acidos elagico e clorogénico. Os picos cromatograficos foram confirmados comparando o seu

tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e pelos espectros de DAD (200 a 400 nm).

ENSAIOS IN VIVO

Animais utilizados e aspectos éticos da pesquisa

Foram utilizados para os testes camundongos Swiss (Mus musculos) de
ambos 0s sexos, com peso entre 15 e 30 gramas oriundos do biotério da Universidade
Regional do Cariri - URCA. Eles foram levados para a sala de experimentacéo dois dias antes
dos testes e mantidos em rotatividade de ciclo claro e escuro de 12 horas sob regime de agua e
racdo ad libitum, mesmas condicBes observadas no biotério. No dia anterior ao ensaio 0s
animais foram marcados e a racdo foi retirada 15 horas antes do experimento. A pesagem dos
camundongos foi a primeira fase de cada teste.O trabalho realizou-se de acordo com as
normas de Bioeética reconhecidas pela lei: 11.794/08, que regulamenta o uso de animais para
procedimentos cientificos e foi autorizado pelo Comité de Experimentacdo e Uso de Animais
da Universidade Regional do Cariri CEUA/URCA, sob nimero de protocolo 21/2012.2.



Determinacéo da dose letal média (DLso)

A investigacdo da toxicidade aguda de Ziziphus joazeiro Mart., seguiu as
diretrizes da OECD (Organizagao for Economic Co-operation and Development) para o teste
de classe de dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method — OECD 425 — 2008) para

avaliacdo da toxicidade aguda oral de substancias quimicas.

Para determinar a classe de dose tdxica aguda, cinco animais foram tratados
com o EHFZJ a cada dose, sendo a classe definida como a de menor dose, que na seqliéncia
considerada, induz a morte. Portanto, o extrato foi administrado na seqtiéncia da dose menor
para a maior. O fator de progressédo da dose deve ser de 3,2, quando ndo existe qualquer
informacdo sobre a inclinacdo da curva dose-resposta da substancia a ser testada. Utilizando-
se o fator de progressdo padrdo, as doses foram selecionadas a partir da sequéncia de: 250,
500, 1000 e 2000 mg/kg. Excepcionalmente, somente quando justificado por regulacdo
especifica, o uso de dose superior a 5000 mg/kg deve ser considerada. O EHFJZ foi
administrado por via oral (gavagem através de canula apropriada). O volume administrado por
via oral ndo excedeu 1 mL/100 g de peso corporal e, para manter o volume constante, ajustou-

se as concentracOes da solucdo de acordo com o nivel de dose e peso dos animais.

Os animais foram observados em intervalos regulares ap6s a administracao
da droga (30’, 1h, 2h, 4h e 24h) e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia.
Todos os sinais de toxicidade, época do seu aparecimento, intensidade, duracdo e progressao
dos mesmos foram registrados. Observacdes comportamentaias sistematicas através do
screening hipocratico (atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta
ao aperto de cauda, contorgao, reflexo do endireitamento, tonus do corpo, forga para agarrar,
ataxia, reflexo articular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacéo,
ptose palpebral, miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e
morte) também foram realizadas. As intensidades dos eventos foram tabuladas de zero a
quatro, correspondendo, respectivamente a: ausente, raro, pouco, moderado e intenso. As
alteracdes encontradas na observacdo comportamental e exame clinico sistematico dos
animais sdo registrados em protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados.

Esta lista e a pesquisa de sinais sdo baseadas no modelo proposto por Malone (1977).



Atividade gastroprotetora

Inducéo de leséo géstrica por etanol

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com Omeprazol 30mg/kg) e 0s grupos screening (pré-tratados com EHFZJ nas concentracbes
de 100, 200 e 400 mg/kg). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da inducdo das
lesGes por etanol (0,1mL/10g, via oral). Ap6s 1 hora minutos os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, os estdbmagos foram removidos e abertos na curvatura maior,
lavados com solucdo salina 0,9% comprimidos entre duas laminas, escaneados e digitalizados.
Para avaliacdo e quantificacdo das lesGes gastricas as imagens foram analisadas no software
(ImageJ) através da quantificacdo de pixel. Para determinacdo da area foi utilizada a relacéo

percentual em relacéo a area total do corpo gastrico.

Inducéo de leséo géstrica por etanol acidificado com acido cloridrico (HCL)

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados
com Omeprazol 30mg/kg) e os grupos screening (pré-tratados com Omeprazol 30mg/kg) e 0s
grupos screening (pré-tratados com EHFZJ nas concentragdes de 100, 200 e 400 mg/kg). Este
pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da inducéo de lesdes por etanol acidificado (0,2 mL
da solucdo 0,3 M de HCL em etanol 60% animal, via oral). Ap6s 1 hora os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estbmagos foram removidos e abertos na curvatura
maior, lavados com solucdo salina 0,9% e preparados para avaliacdo e quantificacdo das

lesBes gastricas por meio informatizado anteriormente descrito.

Inducdo de lesdo gastrica por Indometacina

Os camundongos foram divididos em grupos (n=8): controle negativo ou
lesionado (pré-tratado com solucédo salina 0,9%, 0,1mL/10g), controle positivo (pré-tratados

com Omeprazol 30mg/kg) e 0s grupos screening (pré-tratados com EHFZJ nas concentracbes



de 100, 200 e 400 mg/kg). Este pré-tratamento foi realizado 1 hora antes da indugdo das
lesBes por administracdo subcutanea de indometacina (30mg/kg), transcorridas 3 horas apés a
administracdo do agente lesivo os pré-tratamentos foram repetidos. Decorridas 6 horas da
administracdo de indometacina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, 0s
estomagos foram removidos e abertos na curvatura maior, lavados com solucéo salina 0,9% e
preparados para avaliacdo e quantificacdo das lesdes gastricas por método de score. Neste
método sdo atribuidas pontuacGes para diferentes observacGes conforme itens a seguir:
coloracdo da mucosa, perda de pregas da mucosa, petéquias, edemas, hemorragia, perda de
muco e lesdes de Ulcera, e foi atribuida uma pontuacdo conforme a gravidade do sintoma
presente, sendo 0 para ausente ou normal, 1 para leve, 2 para moderado e 3 para grave. Ja para
o0 grau de leséo foi atribuida uma porcentagem, até 25% (area lesada), igual a 50% (moderada)

e maior que 50% (intensa), conforme metodologia proposta por Zinkievich et al. (2010).

Teste de barreira fisica

Os animais foram tratados com solucédo salina (0,9 %, 01 mL/10g, v.0.) e 0
EHFZJ (400 mg/kg, v.o./v.ip.). Apds uma hora dos tratamentos os animais do grupo (v.0.)
receberam o etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0.) e o grupo (v.ip.) ap6s 30 minutos.
Decorrida 1h da indugdo em cada grupo, os animais foram sacrificados, os estdbmagos
retirados, abertos ao longo da curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas
laminas de vidro. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de acordo com o grupo, com

posterior analise através dométodo informatizado anteriormente descrito.

Atividade cicatrizante

Animais

Foram utilizados 10 ratos Wistar com peso entre 200-250 g. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno com tampa de ago inox, forradas com maravalha,
que foram trocada trés vezes por semana. A temperatura ambiente foi mantida em torno de 23

+ 2°C, num ciclo de 12h de claro e escuro, com livre acesso a agua potavel e racao.



Delineamento experimental

ApoGs periodo de adaptacdo os animais foram previamente identificados e
pesados, em cada animal foram feitas quatro lesfes, uma para cada tipo de tratamento com:
CremeBase (controle negativo), Creme de EHFZJ 100 mg/g, Creme de EHFZJ 200 mg/g e
Creme de EHFZJ 400 mg/g.

Procedimento cirdrgico

Para todos os procedimentos dolorosos e/ou situagOes de estresse, foi
administrada anestesia utilizando cloridrato de xilazina (10mg/kg) e cloridrato de quetamina
(60 mg/kg), administrada por via intraperitoneal. Apds a contencdo dos animais em decubito
ventral sobre maca cirdrgica, realizou-se a tricotomia da regido dorsolombar e antissepsia com
solucdo de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), demarcacdo e incisdo da area da ferida com
punch de biopsia estéril de 10 mm com borda cortante, que se estende até a fascia muscular.
Os tratamentos foram aplicados imediatamente apds o procedimento cirdrgico no volume de

0,5 mL, uma vez ao dia, com auxilio de seringas graduadas e hastes plasticas estéreis.

Tratamento das feridas

As feridas foram tratadas diariamente, uma vez ao dia, durante 14 dias. A
cada nova reposicao do tratamento, as lesbes foram lavadas com solugdo fisiologica a 0,9%
para remoc¢do de crostas e residuos do gel. A cada trés dias, as lesdes cutaneas foram
observadas quanto a presenca de hiperemia, edema, sangramento, exsudato e tipo de tecido
formado. Apés anestesia e contencdo dos animais foi realizado debridamento das areas
lesionadas e assepsia com solucéo fisioldgica a 0,9% e gazes estéreis, para que as areas das
feridas fossem registradas fotograficamente, nos dias 0, 3, 7, 11 e 14 pds-cirurgico. Apds
tratamento, 0s animais seguiram para recuperagdo em suas respectivas gaiolas, devidamente

higienizadas.



Preparacéo do gel

O extrato foi diluido em &gua, e a este foi incorporado o creme de cristais liquidos aos
poucos, através de homogeneizacao sincronizada, a fim de se obter as concentraces finais de
100, 200 e 400 mg/g.O creme de cristais liquidos € composto por trés fases (Fase A), (Fase B)
e (Fase C) conforme visto na Tabela 1. A solucdo do extrato diluido previamente em agua é
adicionada a Fase B. As fases A e B forma aquecidas separadamente, até 80 °C e, a fase B foi
vertidas na fase A, sob constante agitacdo, durante 7 minutos a 3.000 rpm. A solucdo foi
resfriada a 50 °C e acrescentou-se a fase C. Continuou-se a agitacdo até a mistura esfriar.

Tabela 1: Composicgao do gel creme cristais liquidos

FASE A

Nikkomulese 41® (Poligliceril-10 Pentastearate - Beenil Alcool e Estearoil 250
Lactilato de sodio (SSL)

Esqualeno vegetal (Phytosqual®) 590
FASE B

Propilenoglicol 29
Hidroxietilcelulose (Natrosol®) 20
Agua Destilada 100 mL
FASE C

Fenoxietanol / Metilparabeno/ Etilparabeno / Propilparabenoe Butilparabeno 049
(Chemynol®)

Propilenoglicol 20

Percentual de contracéo da ferida (%C)

As feridas de cada animal foram fotografadas digitalmente a uma distancia
fixa de 40 cm no dias 0, 3, 7, 11 e 14 ap6s a inducdo do ferimento. As fotografias foram
transferidas para um computador e convertidas para um formato de arquivo Joint
Photographic Experts Group(JPEG). Estas imagens foram processadas e utilizadas para
medir a &rea da ferida utilizando o Software Image J 6.0. A area média das feridas foi

expressa como uma porcentagem da area inicial (dia 0), utilizando a equacéo:
%C =100 * (AdO — Ada)/ Ad0

Onde, AdO = &rea da ferida no dia 0, e Ada = area da ferida no dia da andlise.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group
http://pt.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group
http://pt.wikipedia.org/wiki/Joint_Photographic_Experts_Group

Velocidade de fechamento de feridas cutaneas (VFf)

A velocidade de fechamento de feridas cutaneas foi calculada usando a

equacéo:
VFf =%C / DAC

Onde, DAC ¢ o dia da analise da cicatrizacao da ferida e %C é o percentual de cicatrizagdo da
ferida. A VFf sera expressa em cm?/ dia.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da media
(EPM), avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via e os testes de multipla
comparacdo de Newman-Keuls e Turkey, sendo os calculos realizados a partir do software

estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da composicdo quimica por CLAE

A analise quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do
extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro revelou a presenca dos seguintes
composto na sua composicao: acido galico (tR = 10,09 min; pico 1), catequina (tR = 16,32
min; pico 2), acido clorogénico (tR = 21,17 min; pico 3), &cido caféico (tr = 24,93 min; pico
4), acido eléagico (tR = 29,86 min; pico 5), epicatequina (tR = 34,19 min; pico 6), a rutina (tR
= 39,05 min; pico 7), isoquercitrina (tR = 44,89 min; pico 8), quercitrina (tR = 47,61 min;
pico 9), a quercetina (tR = 51,07 min; pico 10) e o campferol (tR = 60,34 min; pico 11)
(figura 1). A anélise por CLAE revelou que ha a presenca de flavonoides, taninos e os &cidos
fendlicos no extrato de Ziziphus joazeiro (tabela 2).

Curva de calibragéo para o &cido galico: Y = 14286x + 1395,8 (r = 0,9996 );
catequina: Y = 15097x + 1189,3 (r = 0,9997 ); epicatequina: Y = 13601x + 1194,5 (r = 0,9992
) , acido cafeico: Y = 12758x + 1.259,7 (r = 0,9996 ); acido clorogénico: Y = 13461x +



1275,3 (r = 0,9992 ), acido elagico: Y = 13576x + 1346,4 (r = 0,9999 ); rutina: Y = 12,845 +
1305,7 (r = 0,9999 ); quercetina: Y = 13560x + 1192,6 (r = 0,9991 ), isoquercitrina: Y =
12873x + 1325,6 (r = 0,9998 ); quercitrina: Y = 11870x + 1329,8 (r = 0,9993 ) e o campferol:
Y = 14253x + 1238,9 (r = 0,9997 ) . O limite de deteccédo (LD) e do limite de quantificacdo
(LOQ) calculado com base no desvio padrdo das respostas e a inclinagdo por meio de trés
curvas de analise independentes. LOD e LOQ foram calculados como o 3,3 e 10 / s,
respectivamente, onde 6 € o desvio padrdo da resposta ¢ S ¢ o declive da curva de calibragao

(Boligon et al., 2013).

Figura 1 — Cromatograma do extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. realizado em

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Detecgdo UV em 325 nm. Acido galico (pico 1), catequina (pico 2), &cido clorogénico (pico 3), 4cido cafeico
(pico 4), acido elagico (pico 5), epicatequina (pico 6), rutina (pico 7), isoquercitrina (pico 8), quercitrina (pico 9),
quercetina (pico 10) e canferol (pico 11).



Tabela 2— Composicdo quimica do extrato de Ziziphus joazeiro Mart.

Ziziphus joazeiro LOD LOQ
Componentes

mg/g % ug/Ml pg/mL
Acido galico 13.67+0.01a 1.36 0.015 0.049
Catequina 528+0.01b 0.52 0.032 0.105
Acido clorogénico 10.45+0.03¢c 1.04 0.009 0.029
Acido caféico 29.61+0.01d 2.96 0.024 0.078
Acido elagico 15.09 £ 0.02 a 1.50 0.013 0.042
Epicatequina 483+0.01b 0.48
Rutina 9.72+0.02¢ 0.97 0.027 0.090
Isoquercitrina 15.24 +0.03 a 1.52 0.008 0.026
Quercitrina 19.38+0.01f 1.93 0.035 0.114
Quercetina 21.30+£0.02 g 2.13 0.019 0.063
Canferol 5.17+0.03b 0.51 0.026 0.085

Os resultados sdo expressos como meédia = desvio padrdo (DP) de trés determinagdes. Médias seguidas de
letras diferentes diferem pelo teste de Tukey para p <0,001.

Os flavonodides encontrados no EHFZJ foram quercetina, isoquercetina,
quercitrina, rutina e canferol. Os flavondides possuem comprovada acdo antioxidante
(MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; PEREZ-TRUEBA, 2003; ROSA et al., 2010), além
dessa atividade, compostos dessa classe quimica também apresentam atividade antialérgica;
acdo contra o desenvolvimento de tumores, anti- hepatotdxica, antiulcerogénica; atuacao
antiplaquetaria, acdes antimicrobianas e antivirais (LOPES et al., 2000) e ainda sugere-se
através de estudos que eles agem inibindo a replicacdo do virus causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida, SIDA (LIN et al. 1997).

Os taninos catequina e epicatequina foram detectados no extrato de ziziphus
joazeiro. Esse grupo de compostospode ser encontrado em diversas partes do vegetal, como
folhas, cascas, entrecascas, frutos e sementes. Apresentam em sua constituicdo os polifendis e
sdo classificados quimicamente em hidrolisaveis e condensados (PAES et al., 2006). Estudos
sugerem, em relacdo aos taninos, uma expressiva acdo antibacteriana (LOGERCIO et al.,
2005). E relatada também a sua importancia antiinflamatoria, antiparazitaria, cicatrizante e
gastroprotetora (MELLO e SANTQOS, 2001)



Dentre os acidos fendlicos identificados no EHFZJ, o que se mostrou
majoritario foi o acido caféico. Varios estudos relatam a importante atividade pré e
antioxidante do acido galico e caféico, ambos presentes no extrato (SOARES, 2002;
BIANCHI e ANTUNES, 1999; RAMALHO e JORGE, 2006).

Dose letal média (DLso)

O extrato hidroalcodlico da folhas de Ziziphus joazeiro apresentou baixa
toxicidade nos ensaios realizados para obtengédo da DLsp, quando administrado por via oral, de
acordo com o protocolo estabelecido pela OECD 2008. Os animais tratados com o EHFZJ
nédo apresentaram sintomas de toxicidade aguda, como mortes, estado de depresséo, excitacao,

convulsdo, salivacdo, piloerecdo e lacrimejamento.

Substancias administradas por via oral sdo classificadas de acordo com seu
potencial toxico como: que classifica os agentes toxicos via oral como toxicidade extrema
(DL50 igual ou inferior a 25 mg/kg), toxicidade alta (DLsp entre 100 e 500 mg/kg), toxicidade
média (DL50 entre 500 e 2000 mg/kg) e toxicidade baixa (DL50 acimade 2000 mg/kg)
(LARINI, 1997). Assim, optou-se por utilizar concentragdes menores que 10% da DL50 do
EHFZJ para compor as doses utilizadas nos ensaios in vivo, foram elas: 100, 200 e 400

mg/kg, mantendo assim a seguranca dos testes.

Lesdo gastrica induzida por etanol

O modelo de inducdo de lesdo por etanol absoluto (96%) produz lesbes com
necroses na mucosa gastrica devido a reducdo da secrecdo do biocarbonato e producdo do
muco, desencadeados pela redu¢do do fluxo sanguineo, isquemia, producdo de radicais livres,
liberacdo de endotelina, inibicdo da producdo de prostaglandinas e desgranulacdo de
mastocitos(MARHUENDA et al., 1993).No grupo que recebeu apenas solucdo salina, os
estdbmagos apresentaram maior porcentagem de &rea lesionada devido a acdo do etanol, com
média de 27,01 £ 3,26. O grupo de recebeu omeprazol (30 mg/Kg), farmaco de referéncia,
apresentou meédia 11,53 + 0,71com significancia de p < 0,001 em relagéo ao grupo salina. Os
grupos que receberam 100, 200 e 400 mg/kg de EHFZJ apresentaram respectivamente médias
de 23,37 + 2,14, 22,86 = 2,53 e 14,27 = 2,26. Apenas o grupo de EHFZJ com dose de 400



mg/kg apresentou significancia, de p < 0,01em relagédo ao grupo salinaconforme pode ser
observado na figura 2.

Figura 2 - Efeito da administracdo oral do EHFZJ sobre lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em

camundongos.
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Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de etanol 96% (0,2 mL/animal v.0.) Os
animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol, seus estbmagos retirados e submetidos a
analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6 animais /
grupo pela analise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keulsm como teste post hoc, com
calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.

O uso de diversas plantas medicinais tem sido difundido na cultura popular
para o tratamento de doengas gastricas, tendo, portanto enorme potencial para
desenvolvimento de novos medicamentos nessa area. Alguns compostos presentes nesses
fitoterapicos tiveram sua acdo comprovada na prevencao as lesdes gastricas, a exemplo dos
fenois, alcaldides, taninos, flavondides e saponinas (RODRIGUES et al., 2012; ROMAO et
al., 2010; BORELLA et al., 2006; CARVALHO, 2006; FERRAZOLI, 2006)

O extrato de Ziziphus Joazeiro possui na sua composi¢cdo quimica
flavonoides, taninos e fenois, que podem atuar no mecanismo de prote¢do da mucosa gastrica
induzida por modelos experimentais. No teste de inducdo de leséo por etanol absoluto foi
comprovada a acdo gastroprotetora desse extrato na dose de 400 mg/kg, pois reduziu a
porcentagem de area lesionada em 47,17%, reducédo semelhante estatisticamente a obtida pelo
omeprazol (57,32%), medicamento de referencia utilizado no teste.



Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado

O modelo de inducdo de lesdo por etanol acidificado tem a mesma via de
acdo apresentado pela indugdo por etanol. O etanol causa lesdo na mucosa géastrica devido a
diminuicdo do fluxo sangliineo na mesma, que precede a estase sanglinea, o que facilita o
desencadeamento de hemorragias e necrose tecidual (GUTH, 1984), e a adicdo de acido
cloridrico (HCI) apenas acelera e torna mais grave esse mecanismo (MI1ZUl e DOTEUCHI,
1983).

No grupo que recebeu apenas solucdo salina, os estdbmagos apresentaram
maior porcentagem de area lesionada devido a acdo do etanol acidificado, com média de
23,67 £ 2,47. O grupo de recebeu omeprazol (30 mg/kg), farmaco de referéncia, apresentou
média 10,61 + 0,50 com significancia de p < 0,001 em relacdo ao grupo salina. Os grupos que
receberam 100, 200 e 400 mg/kg de EHFZJ apresentaram respectivamente médias de 18,32 +
2,07, 12,26 + 0,65 e 8,73 £ 0,28. Os grupo de EHFZJ com dose de 200 e 400 mg/kg
apresentaram significancia de p < 0,001 em relacdo ao grupo salinaconforme pode ser

observado na figura 3.

No teste de inducdo de lesdo por etanol acidificado foi comprovada a acéo
gastroprotetora do extrato nas doses de 200 e 400 mg/kg, pois reduziu a porcentagem de area
lesionada em 48,20% e 63,11%, respectivamente, mostrando-se as doses de 200 e 400mg/kg
efetivas na reducdo das lesdes, com agéo semelhante ou maior que a do omeprazol (55,17%),
droga de escolha. Como a lesdo por esse modelo estd ligada a producdo enddgena de
compostos perdxidos, que causam dano ao endotélio vascular, a acdo gastroprotetora do
EHFZJ pode estar associada a sua capacidade antioxidativa, e como ja relatado, os seus
compostos majoritérios, acido caféico e quecetina, apresentam atividade antioxidante.



Figura 3 - Efeito da administracdo oral do EHFZJ sobre lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em
camundongos.
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Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de etanol,q. (0,2 mL/animal v.0.) Os
animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracéo do agente indutor de leséo, seus estdmagos retirados
e submetidos a analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média
para 6 animais / grupo pela analise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keulsm como teste post
hoc, com calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos
nos testes. a2 = p < 0,05 vs salina; bl = p<0,01 vs dexametasona. Onde a corresponde ao grupo salina, b ao
grupo omeprazol e ¢ ao grupo EHFZJ 100. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.

Lesdo gastrica induzida por indometacina

Os dados dos testes de inducdo de lesdo gastrica por indometacina séo
expressos em valores de média + erro padrdo da média da pontuacdo registrada na analise,
observados na Figura 4.

No grupo que recebeu apenas solucéo salina, os estbmagos receberam maior
pontuacdo devido a acdo da indometacina, com média de 8,14 + 0,70. O grupo que recebeu
omeprazol (30 mg/kg), farmaco de referéncia, apresentou média 2,42 + 0,42 com
significancia de p < 0,001 em relagdo ao grupo salina. Os grupos que receberam 100, 200 e
400 mg/kg de EHFZJ apresentaram respectivamente médias de 5,85 + 0,40, 4,28 £ 0,60 e 2,85
+ 0,40. Todos o0s grupos testados apresentaram significancia em relacdo ao grupo salina, a
dose de 100mg/kg de EHFZJ com significancia de p < 0,05 e os grupos de 200 e 400 mg/kg

de EHFZJ com significancia de p < 0,001, conforme Figura 4.



Figura 4 - Efeito da administracdo oral do EHFZJ sobre lesbes gastricas induzidas por indometacina em
camundongos.

Pontos

Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de indometacina (0,2 mL/animal s.c..)
Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do agente indutor de lesdo, seus estdbmagos
retirados e submetidos a analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padrédo da
média para 6 animais / grupo pela analise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keuls como teste
post hoc, com calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores
obtidos nos testes. a2 = p < 0,05 vs salina; b1 = p<0,01 vs dexametasona. Onde a corresponde ao grupo salina, b
ao grupo omeprazol e ¢ ao grupo EHFZJ 100. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-Keuls.

No modelo de inducdo de lesdo por indometacina, bem como nos demais
modelos testados, a dose de 400 mg/kg mostrou-se a mais efetiva em relacdo a protecéo da
mucosa gastrica. Segundo Monteiro et al. (2008), a indometacina € um AINE, e, por
conseguinte esta envolvido diretamente na toxicidade gastrica devido a sua acdo de inibicdo
das ciclooxigenases (COX) que desencadeia o bloqueio da sintese de protaglandinas. Alguns
dos principais mecanismos de defesa gastrica sao mediados por essa sintese, como a producao
de muco, aumento do fluxo sanguineo, reparacdo do tecido e manutencdo da imunidade da

mucosa.

Teste de barreira fisica

O teste de barreira fisica permite evidenciar a possivel contribuicdo
mecanica promovida pelos compostos presentes no EHFZJ. No grupo que recebeu apenas
salina, os estdmagos apresentaram grande area de lesdo devido & agdo do etanol acidificado,

com média de 24,58 + 3,88. O grupo no qual o EHFZJ foi administrado por via oral



apresentou média de 15,64 + 5,21, com significancia de p < 0,05 em relacéo ao grupo salina e
p < 0,01 em relacdo ao grupo via oral, j& 0 grupo que recebeu o EHFZJ por via intraperitoneal
obteve média de 40,09 £ 5,40, com significancia de p < 0,05 em relacdo ao grupo salina.
Conforme observado na figura 5.

Figura 5 - Gréafico do efeito do EHFZJ administrado via oral e via intraperitoneal no modelo de inducéo de lesao
géstrica em camundongos.
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Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (400 mg/kg v.0.) ou EHFZJ (400 mg/kg v.i.p.)
foram administrados por via oral, 1 hora ou 30 minutos, respectivamente, antes da administracéo de etanol 40,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a administragdo do agente indutor de leséo,
seus estdmagos retirados e submetidos a analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como media
+ erro padrdo da média para 6 animais / grupo pela analise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman
Keuls como teste post hoc, com célculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo
com os valores obtidos nos testes. a2 = p < 0,05 vs salina; b1 = p<0,01 vs dexametasona. Onde a corresponde ao
grupo salina, b ao grupo omeprazol e ¢ ao grupo EHFZJ 100. ANOVA seguida do Teste de Student-Newman-
Keuls.

O grupo que recebeu o EHFZJ via oral apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparado ao grupo salina, o que permite concluir que a contribuigédo
para a barreira fisica é consideravel. O grupo cuja administracdo do EHFZJ foi por via
intraperitoneal demonstrou uma média na area das lesdes maior que a observada no grupo
salina, ndo havendo inibicdo. Segundo Rowland (1972) e Gibaldi e Perrier (1975), a

administracdo intraperitoneal da indicios de uma atividade sistémica pelo fato do



medicamento atingir rapidamente a corrente sanguinea, evidenciando a pequena participagdo
do EHFZJ nessa via.

A efetividade do EHFZJ apenas pela via oral da indicios de que o
mecanismo de gastroprotecdo desse extrato se da pela formacdo de uma camada de
mucoproteinas na mucosa gastrica. Segundo John e Onabanjo (1990) essa acdo deve-se a
presenca de taninos no extrato que se aderem a camada mucosa do estbmago formando um
precipitado de proteinas que originam uma pelicula impermeével que evita a absor¢do de
substancis toxicas.Esse precipitado mucoprotéico ainda se mostra resistente a prote6lise de

enzimas endogenas.

Atividade cicatrizante

A andlise macroscopica das feridas cutaneas no dorso dos ratos tratados
demonstrou evolucgéo positiva do reparo tecidual. Hemorragias e secrecao purulenta estiveram
ausentes em todas as feridas nos diferentes tempos de observacdo (0, 3, 7, 11 e 14) e nos
diferentes tratamentos (creme base, EHFZJ 100, 200 e 400 mg/g). No processo cicatricial foi
evidenciada a presenca de crostas e exsudato do terceiro dia de observacdo em diante, em
todos os grupos de tratamento. A fase de epitelizacéo foi observada no 11° dia de analise, e no
14° dia todos os ferimentos haviam evoluido para tecido de maturacdo com crescimento de
pelos ao redor de todas as incisdes cirurgicas.As observac@es clinicas durante os tratamentos
diarios mostraram recuperacdo adequada, estado geral bom, presenca de atividade fisica e

ingesta adequada de racdo e agua em todos 0s animais testados.

O processo cicatricial ocorre como um processo bioldgico natural, que
resulta no restabelecimento da hemestasia e recuperacdo do tecido danificado.Entretanto,
alguns fatores podem retardar ou impedir essa reparacdo, tais como infeccGes e reacao
inflamatoria exacerbada. A¢des como limpeza adequada da ferida para retirar o acimulo se
sujidades e liquidos inflamatérios, remocdo de tecidos mortos e uso de tratamento adequado
com agentes topicos podem acelerar o processo de cicatrizacdo, diminuindo o risco de
complica¢des (MANDELBAUM, DI SANTIS e MANDELBAUM, 2003).



Figura 6: Velocidade de fechamento das feridas (cm?dia) dos animais submetidos a lesdo cutanea dorsal nos
dias 0, 3, 7, 11 e 14 ap06s tratamento diario com creme de cristais liquidos, creme do EHFZJ 100 mg/g, creme do
EHFZJ 200 mg/g e creme do EHFZJ 400 mg/g.
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A Figura 6 ilustra a velocidade de fechamento das feridas em cm?#/dia em
funcdo do tempo em dias, das lesbes cutdaneas no dorso dos ratos para os diferentes
tratamentos (creme base, EHFZJ 100, 200 e 400 mg/g). Os dados mostram que a velocidade
de fechamento é crescente em todos os dias de observacdo (0, 3, 7, 11 e 14) para todos 0s
grupos. As lesBes tratadas com o creme do EHFZJ nas concentracdes de 100 e 200 mg/g
tiveram uma velocidade de fechamento superior a das ledes tratadas com o creme base e 0
creme do EHFZJ na concentracdo de 400 mg/g, o que justifica o relato popular do seu uso
para esta finalidade, porém a diferenca entre os grupos ndo é estatisticamente significante,

sugerindo que o seu uso ndo tem eficacia cientifica comprovada.

A comparacao do percentual de contracao das feridas mostrada na Tabela 3
corrobora com os dados da velocidade de fechamento das feridas (Figura 6), demonstrando
evolucgdo positiva para todos os grupos. Vale ressaltar que os padrdes de contracdo foram
semelhantes para todos os grupos, ndo havendo diferenga estatistica significante entre eles, e,
portanto, a utilizacdo do extrato do Ziziphus joazeiro ndo interferiu significativamente no

processo cicatricial natural (Figura 7).



Figura 7: Evolugdo da cicatrizaco das feridas no dorso dos ratos por grupo e dia de tratamento.

Grupo creme base EHFZJ 100 mg/g EHFZJ 200 mg/g EHFZJ 400 mg/g

Dia 11

Dia 14
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Tabela 3: Comparacgdo do percentual de contragdo das feridas nos dias 0, 3, 7, 11 e 14 apds tratamento com

creme base, creme do EHFZJ 100 mg/g, creme do EHFZJ 200 mg/g e creme do EHFZJ 400 mg/g.

Dia Base EHFZ) 100 EHFZJ 200 EHFZJ 400
0 0% 0% 0% 0%
3 8,39 +5,86 22,69+1,44 20,04 £2,71 18,54 + 3,45
7 33,74 £ 8,14 40,26 + 1,77 42,68 +1,63 25,70+ 2,61
11 80,40+1,23 86,64 + 1,06 78,16 +£1,28 66,90 + 1,45
14 90,50 +1,11 95,04 +1,02 93,87 +1,03 84,86 + 1,08

Cada grupo apresenta média de cinco animais. Os resultados foram apresentados como
média + erro padrdo da média, avaliados pela anélise de variancia (ANOVA), sendo os célculos realizados a
partir do software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.Os resultados séo
expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés determinagGes. Médias seguidas de letras diferentes diferem
pelo teste de Tukey para p <0,001

Estudos demonstram que extratos de plantas que contém na sua composi¢ao
altos teores de taninos apresentaram boa atividade cicatrizante devido a sua a¢do adstringente
que desencadeia a precipitacdo das proteinas do tecido acometido, formando uma camada
protetora (complexo tanino-proteina e/oupolissacarideo) na area lesada, isolando-a do meio
ambiente (PANIZZA et al., 1988; NETO et al., 1996).E possivel que fracionamentos de
extratos de plantas, que excluam saponinas ou outras substancias irritativas, fornecam bons
indicios de atividade cicatrizante (ALVARENGA, 2008).

A baixa atividade cicatrizante do EHFZJ pode ser atribuida as pequenas
guantidades de taninos e altos teores de saponinas identificadas no extrato estudado.A revisdo
da literatura médica nas bases de dados da Medline e Lilacs ndo identificou trabalhos
experimentais que tenham avaliado o extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro
Mart., nem outras espécies do mesmo género, no processo de cicatrizacdo de feridas abertas

no dorso de ratos.

CONCLUSAO

Metabolitos secundérios de origem fenolica e flavonoidica, bem como
taninos foram identificados no extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart.

através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).



O teste para determinacdo da DLso ndo demonstrou efeito toxico do EHFZJ para os animais
tratados oralmente até a dose de 5000 mg/kg, garantindo assim a segurancga para a pesquisa

das atividades propostas em modelos animais.

Analisando os dados dos trés modelos usados como screening (etanol,
etanol acidificado e indometacina), foi constatado que o EHFZJ possui atividade
gastroprotetora, tendo sido a dose de 400mg/kg a mais efetiva entre as testadas. No teste de
barreira fisica observou-se que apenas a via de administracao oral é efetiva quando comparada
a via intraperitoneal, o que permite concluir que o mecanismo de gastroprotecdo do EHFZJ se

da por via mecanica.

A andlise mascroscopica do processo de cicatrizacdo permitiu concluir que
o creme do EHFZJ em diferentes concentracdes ndo interferiu no processo de cicatrizacéo de
feridas, ndo demonstrando diferenca estatistica quando comparada com o creme base
(controle negativo).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel determinar a presenca de flavondides, fendis e taninos e
saponinas no extrato hidroalcoolico das folhas de Ziziphus joazeiro Mart., além de comprovar
sua capacidade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH e FRAP, ainda que a
mesma tenha se mostrado discreta quando comparada aos padrfes de vitamina C.

O teste de microdiluicio nd&o demonstrou atividade antimicrobiana
clinicamente relevante para o EHFZJ, entretanto, para a atividade modulatoria da resisténcia
bacteriana foi observada acdo sinérgica do extrato em associagdo com amicacina e
gentamicina frente a Enterobacteriaceae e em associacdo com a gentamicina frente a S.
aureus. Porém, em relagdo a atividade antifungica o EHFZJ ndo apresentou atividade
clinicamente relevante frente as linhagens fungicas testadas nem atividade modulatéria em

associacdo com os antifungicos adotados.

O EHFZJapresentou, durante os ensaios, potencial antiparasitario com base
no efeito toxico contra a forma promastigota de L. braziliensis e epimastigotadeT. cruzi, além

de demonstrar uma elevada citotoxidade frente a fibroblastos.

O teste para determinacdo da DLsy ndo demonstrou efeito toxico do EHFZJ
para 0s animais tratados oralmente com as doses administradas, garantindo assim a seguranca

para a pesquisa das atividades propostas em modelos animais.

Analisando os dados dos trés modelos usados como screening (etanol,
etanol acidificado e indometacina), foi constatado que o EHFZJ possui atividade
gastroprotetora, tendo sido a dose de 400mg/kg a mais efetiva entre as testadas. No teste de
barreira fisica observou-se que apenas a via de administracdo oral é efetiva quando comparada
a via intraperitoneal, o que permite concluir que o mecanismo de gastroprotecdo do EHFZJ se
da pela aderéncia dos taninos do extrato a mucosa e consequente formacdo de uma camada
mucoprotéica que impede a absorcao de substancias toxicas e a acdo de enzimas proteoliticas

enddgenas.

A analise mascroscopica do processo de cicatrizagdo permitiu concluir que
0 EHFZJ em diferentes concentragcdes néo interferiu no processo de cicatrizagdo de feridas,
ndo demonstrando diferenca estatistica quando comparada com o creme base (controle

negativo).
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Apéndice 1 — Tabelas dos resultados dos testes farmacoldogicos

Tabela — Efeito do EHFZJ e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos.

Grupo Dose mg/kg % éarea lesionada % de inibicao
Salina 27,01 + 3,26

Omeprazol 30 11,53 +£0,71 57,32
EHFZ] 100 23,37 +2,14 13,47
EHFZJ 200 22,86 + 2,53 15,36
EHFZ] 400 14,27 + 2,26 47,16

Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de etanol 96% (0,2 mL/animal v.0.) Os
animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol, seus estdbmagos retirados e submetidos a
analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média para 6 animais /
grupo pela andlise de varidncia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keulsm como teste post hoc, com
calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos nos testes.

Tabela — Efeito do EHFZJ e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol acidificado em
camundongos.

Grupo Dose mg/kg % area lesionada % de inibicao
Salina 23,67 2,47

Omeprazol 30 10,61 £ 0,50 55,17
EHFZJ 100 18,32 £ 2,07 22,6
EHFZ)J 200 12,26 + 0,65 48,2
EHFZJ 400 8,73+0,28 63,11

Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de etanol,q. (0,2 mL/animal v.0.) Os
animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do agente indutor de lesdo, seus estdbmagos retirados
e submetidos a analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média
para 6 animais / grupo pela andlise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keulsm como teste post
hoc, com calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os valores obtidos
nos testes.



Tabela — Efeito do EHFZJ e do omeprazol no modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina em

camundongos.

Grupo Dose mg/kg Pontuacéo
Salina 8,14 £ 0,70
Omeprazol 30 2,42 + 0,42
EHFZJ 100 5,85+ 0,40
EHFZJ 200 4,28 + 0,60
EHFZJ 400 2,85+0,40

Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (100, 200 e 400 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) foram administrados por via oral, 1 hora antes da administragdo de indometacina (0,2 mL/animal s.c..)
Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s a administracdo do agente indutor de lesdo, seus estdbmagos
retirados e submetidos a andlise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média + erro padréo da
média para 6 animais / grupo pela analise de varidncia (ANOVA) e Teste de Student Newman Keulsm como
teste post hoc, com célculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com o0s
valores obtidos nos testes.

Tabela — Efeito do EHFZJ administrado por via oral e intraperitoneal em modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol acidificado em camundongos.

Grupo Via de Dose mg/kg % de area % de
administragéo lesionada inibicdo

Salina Vv.0. 24,58 + 3,88

EHFZJ V.0. 400 15,64 £ 5,21 36,37

EHFZJ V.i. 400 40,09 £5,40

Os animais foram tratados com salina (0,9%, 10 mL/kg), EHFZJ (400 mg/kg v.0.) ou EHFZJ (400 mg/kg v.i.p.)
foram administrados por via oral, 1 hora ou 30 minutos, respectivamente, antes da administracéo de etanol 40,2
mL/animal v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a administragdo do agente indutor de lesdo,
seus estbmagos retirados e submetidos a analise no programa Image J. Os resultados sdo expressos como média
+ erro padrdo da média para 6 animais / grupo pela anélise de variancia (ANOVA) e Teste de Student Newman
Keulsm como teste post hoc, com calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo
com os valores obtidos nos testes.



Apéndice 2 - Imagens digitalizadas de um estdmago de cada grupo em cada modelo de
inducdo de lesdo gastrica em camundongos.

Imagem 1 - Digitalizacao dos estdmagos por grupo no modelo de inducéo de lesdo gastrica por etanol.

Omeprazol Salina

EHFZJ 100 mg/kg EHFZJ 200 mg/kg EHFZJ 400 mg/kg

Imagem 2 - Digitalizacdo dos estdbmagos do grupo salina e do EZFZJ nas administracdes por via oral e via
intraperitoneal.

Salina Via oral Via intraperitoneal



Imagem 2 - Digitalizacdo dos estdbmagos por grupo no modelo de inducdo de lesdo gastrica por etanol
acidificado.

Salina Omeprazol

EHFZJ 100 mg/kg EHFZJ 200 mg/kg EHFZJ 400 mg/kg

Imagem 3 - Digitalizacéo dos estdmagos por grupo no modelo de inducéo de lesdo géstrica por indometacina.

Salina Omeprazol

EHFZJ 100 mg/kg EHFZJ 200 mg/kg EHFZJ 400 mg/kg



