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RESUMO

Passiflora cincinnata Mast., conhecida popularmente como maracuja-do-mato, ¢
descrita como uma espécie nativa da caatinga, utilizada com fins nutricionais,
medicinais e ornamentais. Na medicina popular, tem sido empregada no tratamento de
doengas venéreas, hemorroidas, inflamagdes, insonias, tosses, gripes e hipertensio, além
de ser indicada como sedativa e calmante. Este trabalho teve como objetivo determinar
a composicdo fitoquimica, a atividade antioxidante, os possiveis efeitos toxicos e a
atividade gastroprotetora e cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de
Fassiflora cincinnata Mast. (EHFPC). Investigamos ainda, o potencial antimicrobiano e
modulador de antibidticos dos extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, epicarpo,
polpa e sementes de Passiflora cincinnata. A prospecgdo fitoquimica qualificou os
metabolitos secundarios: taninos condensados, flobacénicos, flavonas, flavononois,
flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e
alcaloides. O EHFPC mostrou presenga de fenois totais, com maior representatividade
para os flavonoides, além de atividade antioxidante. A CLAE identificou a quercetina,
dentre outros, como sendo o componente majoritdrio do EHFPC. O extrato ndo
apresentou caracteristicas de toxicidade nem houveram 6bitos durante os experimentos.
No teste com etanol absoluto, demonstrou melhor resultado na dose de 50 mg/kg,
quando comparado ao omeprazol (percentual de inibi¢do de 65,11% vs 45,12%). Em
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol acidificado e indometacina, o EHFPC
mostrou melhor resultado na dose de 100 mg/kg, quando comparados ao omeprazol
(percentual de inibicdo de 57,40% e 38,58% EHFPC vs 34,78% e 51,17% omeprazol).
O teste de barreira fisica evidenciou a atividade sistémica do extrato. A atividade
cicatrizante foi avaliada através da mensuracao da velocidade de fechamento das feridas
(VFf) e do percentual de contracdo (%C) das mesmas. A VFf mostrou-se maior no
grupo tratado com EHFPC, quando comparado aos grupos controles. O %C foi maior
no grupo tratado com EHFPC, com 99,54%. Os testes de Concentracdao Inibitoria
Minima foram realizados pelo método da dilui¢do em caldo e as linhagens testadas
foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 11105 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. A atividade moduladora de antibioticos foi
verificada frente as cepas clinicamente isoladas de S. aureus 03, E. coli 08 e P.
aeruginosa 04, em concentracdo sub-inibitoria. Os extratos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana de relevancia clinica, sendo a CIM sempre maior ou igual a 1024pg/mL.
A cepa de S. aureus 03 apresentou 13 eventos modulatdrios, enquanto a cepa de E. coli
08 apresentou apenas 04 eventos. Dentre estes, 14 foram atividade sinérgica
potencializando o efeito dos antibidticos e apenas 03 eventos apresentaram atividade
antagénica a ampicilina. Polpa e epicarpo apresentaram resposta frente ao
aminoglicosideo amicacina, resultando em sinergismo, e o extrato do epicarpo alterou o
fenotipo de P. aeruginosa de resistente para sensivel. O extrato da polpa também
potencializou o efeito dos betalactamicos benzilpenicilina potassica e oxacilina. Hastes,
sementes e folhas ndo expressaram atividades modulatdrias. Os resultados obtidos neste
estudo fornecem evidéncias biologicas em relacdo ao potencial antioxidante, efeito
gastroprotetor, cicatrizante e antimicrobiano dos extratos de Passiflora cincinnata Mast.

Palavras-chave: Passiflora cincinnata, perfil quimico, atividade antioxidante,
gastroprotecdo, atividade cicatrizante, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Passiflora cincinnata Mast., popularly known as maracuja-do-mato, is described as a
native species of the caatinga, used for nutritional purposes, medicinal and ornamental.
In folk medicine, have been employed in the treatment of venereal diseases,
hemorrhoids, inflammation, insomnia, coughs, colds and hypertension , and is indicated
as a sedative and calming. This study aimed to determine the phytochemical
composition, antioxidant activity, the possible toxic effects and healing and
gastroprotective activity of hydroalcoholic extract of leaves of Passiflora cincinnata
Mast. (HELPC). Also investigated the potential modulator of antibiotics and
antimicrobial hydroalcoholic extracts of leaves, stems, epicarp and seeds pulp of
Passiflora cincinnata. The prospecting phytochemical qualify secondary metabolites:
tannins, flobabenic, flavones, flavononois, flavonols, xanthones, chalcones, aurons,
flavanones, leucoantocianidin, catechins and alkaloids. The HELPC showed the
presence of total phenols, with greater representation for flavonoids, and antioxidant
activity. HPLC identified quercetin, among others, as being the major component of
HELPC. The extract did not show toxicity characteristic there were no deaths during the
experiments. In the test with absolute ethanol showed the best result at a dose of 50
mg/kg, when compared to omeprazole (inhibition percentage of 65.11% vs. 45.12%). In
a model of gastric lesions induced by acidified ethanol and indomethacin, HELPC
showed the best result at a dose of 100 mg/kg compared to omeprazole (inhibition
percentage of 57.40% and 38.58% vs. 34.78% and HELPC 51.17% omeprazole). The
test showed physical barrier to systemic activity of the extract. The healing activity was
assessed by measuring the rate of wound closure (VWc) and the percentage of
contraction (%C) of the same. The VWc was higher in the group treated with HELPC
when compared to control groups. The %C was higher in the group treated with
HELPC, with 99.54%. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) tests were
performed by the broth dilution method and the lineages tested were Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 11105 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. The modulatory activity of antibiotics was checked against the strains of
clinically isolated S. aureus 03, E. coli 08 and P. aeruginosa 04, in subinhibitory
concentration. The extracts showed no antimicrobial activity of clinical relevance, and
the MIC always greater than or equal to 1024pg/mL. The strain of S. aureus 03 showed
13 modulatory events, while the strain of E. coli 08 showed only 04 events. Of these, 14
were synergistic activity potentiating effect of antibiotics and only 03 events showed
antagonistic activity to ampicillin. Pulp and epicarp showed response against
aminoglycoside amikacin, resulting in synergism, and epicarp extract altered the
phenotype of P. aeruginosa resistant to sensitive. The pulp extract also potentiated the
effect of beta-lactam oxacillin and benzylpenicillin potassium. Stems, seeds and leaves
no expressed modulatory activities. The results of this study provide biological evidence
regarding the potential antioxidant, gastroprotective effect, healing and antimicrobial
extracts of Passiflora cincinnata Mast.

Keywords:  Passiflora  cincinnata, chemical profile, antioxidant activity,
gastroprotection, healing activity, antimicrobial activity.
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Estudo comparativo da atividade de farmacos antimicrobianos
das classes farmacoldgicas dos aminoglicosideos e
betalactdmicos quando em associagdo aos  extratos
hidroalcoolicos das partes aéreas de P. cincinnata, sobre seus
efeitos sinérgicos e antagonicos.

136

138

18



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

abs — Absoluto

AINE’s — Antiinflamatérios nao-esteroides

ANOVA — Andlise de variancia

APA — Area de Protecio do Araripe

ATCC — American Type Culture Collection

BHI — Brain Heart Infusion

CEUA — Comissao de ética no uso de animais

CIM - Concentracao inibitéria minima

CIM/8 — Concentragao subinibitdria

CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

COASF — Coordenadoria de Assisténcia Farmacéutica

DAD - detector espectrofotométrico com arranjo de diodos

DMSO - Dimetilsulféxido

DP — Desvio padrao

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

DSM — Diferenca significativa minima

EPM — Erro padrao da média

EAG- Equivalente de 4cido gélico

EHFPC — Extrato hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.
EHHPC — Extrato hidroalcoodlico das hastes de Passiflora cincinnata Mast.
EHEPC — Extrato hidroalcoodlico do epicarpo de Passiflora cincinnata Mast.
EHSPC — Extrato hidroalcoolico das sementes de Passiflora cincinnata Mast.
EHPPC — Extrato hidroalcoolico da polpa de Passiflora cincinnata Mast.
EQ — Equivalente de quercetina

EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

FLONA - Floresta Nacional do Araripe

FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power

VI

19



H+ —fon hidrogénio

H,0, — Perdxido de hidrogénio

HCDAL — Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima
HCl-Acido cloridrico

HIA — Heart Infusion Agar

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

M — Concentra¢do molar

MS — Ministério da Satde

n — Numero de amostras

NCCLS — National Comitee for Clinical Laboratory Standards
NUFITO — Nucleo de Fitoterapicos

ON - Oxido nitrico

ONS — Oxido nitrico sintetase

OH- Hidroxila

p — Nivel de significancia

PG’s — Prostaglandinas

pH — Potencial hidrogenidnico

PNPMF - Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
REPLAME - Relagao Estadual de Plantas Medicinais
PVPI - Polivinilpirrolidona-iodo

TGI — Trato gastrointestinal

tR — Tempo de retencao

UFC — Unidade formadora de coldonia

v.0. — Via oral

v.ip. — Via intraperitoneal

ug — Micrograma

pL — Microlitros

oOH - radical hidroxil

O,-e — anion superdxido

VI

20



Apresentacao



APRESENTACAO

O presente trabalho teve como objetivos principais avaliar a composi¢ao
quimica da espécie Passiflora cincinnata Mast e, paralelamente, a investigar suas
possiveis atividades bioldgicas, utilizando como ferramentas ensaios in vitro € in vivo,
com o intuito de avaliar as atividades gastroprotetora, cicatrizante, antioxidante e uma
possivel toxicidade do extrato hidroalcoolico das folhas de P. cincinnata. Além disso,
propde-se a investigar a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas,
epicarpo, hastes, polpa e sementes de Passiflora cincinnata Mast.

Diante dos objetivos propostos, os resultados e discussao desta dissertagdo foram
organizados em quatro capitulos. A disposicdo dos experimentos se deu de forma a
agrupar os dados no formato de artigos originais, seguindo as normas de formatagdo
propostas pelo corpo editorial de revistas cientificas selecionadas de acordo com a area
de concentragdo dos trabalhos.

O capitulo 1 descreve os ensaios de avaliagdo da toxicidade aguda e
determinagdo da DLsg, através da administragdo, por via oral, de dose unica do extrato
hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata Mast. (EHFPC) e avaliacao de
parametros comportamentais, bioquimicos e hematoldgicos dos animais, comparando-
os com o grupo controle tratado com solugdo salina a 0,9%, seguindo o protocolo
experimental proposto pela OECD 2008. Através de ensaios in vitro, por
espectrofotometria, determinou-se a atividade antioxidante (DPPH e FRAP) e o teor de
fenois totais e flavonoides. A investigacdo da atividade gastroprotetora ocorreu por
ensaios in vivo, através dos modelos classicos de inducdo de ulceras por administragdo
oral de etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina a camundongos. O EHFPC
foi administrado nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Como justificativa para a atividade
sistémica do EHFPC, o teste de barreira fisica foi realizado, com a administracdo por
via oral e intraperitoneal da concentracdo de 50 mg/kg do EHFPC, e avaliando-se as
atividades em modelos de lesdo gastrica induzidos por etanol acidificado.

O capitulo 2 apresenta a andlise através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) do EHFPC, em relacdo a composi¢do de compostos fenolicos e
flavonoidicos. A descri¢gdo da composi¢cao do EHFPC direcionou a nossa investigacdo
para a avaliagdo de uma possivel atividade cicatrizante, em que lesdes cutaneas
produzidas cirurgicamente no dorso de camundongos foram tratadas com formulagdes
topicas a base de gel de Natrosol, ao qual foram incorporados, em concentragdes iguais,
Dexametasona ¢ EHFPC. O tratamento teve durag¢do de 14 dias, e foi determinado pela
obtengdo de sucesso cicatricial das lesdes por um dos grupos tratados. A avaliagdo da
atividade cicatrizante se deu pela andlise de caracteristicas macroscopicas das lesdes e
das medidas do percentual de contragdo e velocidade de fechamento das feridas.

Os dois ultimos capitulos abordam a atividade antimicrobiana da Passiflora
cincinnata Mast. Antes da coleta do material botianico, uma revisdo sistematica a
respeito das atividades biologicas da espécie foi realizada, e constatou-se a falta de
pesquisa na area microbiologica.
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Além disso, a descricdo de que Passiflora cincinnata Mast. ¢ uma espécie nativa
da caatinga, especialmente do Nordeste brasileiro, com potencial econdomico para
consumo como alimento funcional, se destacando entre as demais espécies do género
Passiflora, por apresentar maior longevidade e resisténcia a pragas (bactérias e fungos),
nos direcionou para a elaboragdo de extratos das partes aéreas da espécie. Produzimos,
portanto, extratos hidroalcoolicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de P.
cincinnata.

O capitulo 3 qualificou a composi¢do de metabolitos secundarios dos extratos
hidroalcodlicos de folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de P. cincinnata. Os
ensaios microbioldgicos, realizados em triplicata, avaliaram a concentragdo inibitdria
minima dos extratos, frente a cepa padrdo de Pseudomonas aeruginosa. Em seguida,
investigou-se a atividade modulatoria dos extratos, quando associados a farmacos
antimicrobianos das classes dos aminoglicosideos e betalactamicos, frente a cepa
multirresistente de P. aeruginosa.

O capitulo 4 abordou ensaios microbiologicos dos extratos hidroalcoolicos de
folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de P. cincinnata, realizados em triplicata. Os
experimentos de avaliagdo da concentracdo inibitdria minima dos extratos foram
realizados frente as cepas padrdo de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em
seguida, investigou-se a atividade modulatéria dos extratos, quando associados a
farmacos antimicrobianos das classes dos aminoglicosideos e betalactamicos, frente as
cepas multirresistentes de S. aureus e E. coli.
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1. INTRODUCAO

1.1 Perspectiva historica sobre o uso de plantas medicinais

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao
de doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Ao
longo do tempo, tém sido registrados variados procedimentos clinicos tradicionais
utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica, a
partir da segunda metade do século XX, existem obstidculos basicos na sua
utilizagdo pelas populagdes carentes, que vao desde o acesso aos centros de

atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos.

Estes motivos, associados com a facil obten¢do e a grande tradicdo do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populagdes dos paises em

desenvolvimento (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos. As observagdes
populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante com a divulgagdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus
constituintes quimicos conhecidos. Assim, usuarios de plantas medicinais de todo o
mundo, mantém a pratica do consumo de fitoterdpicos, tornando validas
informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos.
Indiretamente, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores
em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, botanica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a

inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

No Brasil, o documento que regula o uso de plantas medicinais ¢ o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), do Ministério da Saude.
Aprovado pelo Decreto n° 5.813/2006, constitui parte essencial para o
desenvolvimento de politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento
econdmico e social, como elementos fundamentais capazes de promover a melhoria

na qualidade de vida da populacdo. Dentre as agdes previstas pela implementacao
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politica, destacam-se a necessidade do uso sustentavel da biodiversidade brasileira e

da valorizagdo e preservacao do conhecimento tradicional (BRASIL, 2009).

As plantas medicinais da flora nativa brasileira sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovagdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes. Muitas vezes estas plantas sdo, inclusive, empregadas
para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada com
a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial, o que ndo ¢ verdade. A toxicidade de
plantas medicinais ¢ um problema sério de satde publica. Seus efeitos adversos,
possiveis alteragdes e toxidez, bem como a agdo sinérgica (interagdo com outras

drogas) ocorrem comumente (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

O que define a toxicidade de uma planta ¢ a presenca de substincias cujas
propriedades naturais, fisicas, quimicas e fisico-quimicas, alteram o conjunto
funcional-organico. Em fun¢do da incompatibilidade vital, pode produzir no corpo
humano reagdes bioldgicas diversas. O grau de toxicidade da planta depende da
dosagem e do individuo. Na maioria das vezes, a toxicidade ¢ provocada pela falta
de informagdes sobre a planta e a dose ingerida (VASCONCELO, VIEIRA,
VIEIRA, 2009).

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com finalidade
terapéutica ou que sejam precursores de firmacos semi-sintéticos”. A diferenga
entre a planta medicinal e o fitoterapico reside na manipulagdo da planta para uma
formulacdo especifica, o que caracteriza um fitoterapico. Segundo a Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, em sua portaria n° 6, de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico ¢é
“todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou
para fins de diagnostico, com beneficio para o usudrio. E caracterizado pelo
conhecimento da eficécia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade
e constancia de sua qualidade. E o produto final acabado, embalado e rotulado. Na
sua preparagdo podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos na
legislagdo vigente, e ndo podem estar inclusas substincias ativas de outras origens,

ndo sendo considerado produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que
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de origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas”. Neste ultimo caso encontra-se
o fitofarmaco, que por definicdo “é a substancia ativa, isolada de matérias-primas
vegetais ou mesmo, mistura de substancias ativas de origem vegetal” (VEIGA-

JUNIOR et al., 2005).

A experiéncia mais antiga que influenciou a criagdo de programas de fitoterapia
no Brasil foi o Programa Farmécias Vivas, criado pelo professor Francisco José de
Abreu Matos, da Universidade Federal do Cear4, em 1983. E o primeiro programa
de assisténcia social farmacéutica baseado no emprego cientifico de plantas
medicinais desenvolvido no Brasil, tendo por objetivo produzir medicamentos
fitoterapicos acessiveis a populagdo carente (MATOS, 1998). Apds a sua criagdo no
estado do Ceard, tornou-se referéncia para o Nordeste brasileiro e, posteriormente,

para todo o pais (MALTA et al., 1999; SILVA et al., 2006).

O projeto deu origem, em 1997, ao Programa Estadual de Fitoterapia,
atualmente designado de Nucleo de Fitoterapicos, o Nufito, da Coordenadoria de
Assisténcia Farmacéutica (Coasf), que distribui 16 tipos de medicamentos
fitoterapicos para hospitais e unidades da rede estadual de satide e mantém o Horto
de Plantas Medicinais (Horto Matriz) e a Oficina Farmacéutica para preparacao de
fitoterapicos. A Relacdo Estadual de Plantas Medicinais (Replame) lista 25 espécies
que produzem fitoterdpicos indicados como tranquilizantes, broncodilatadores,
antissépticos, cicatrizantes, anti-inflamatdrios, entre outras indicagdes. Plantas
tradicionais da flora regional ja sdo utilizadas na producdo de fitoterapicos, entre
elas babosa, capim santo, eucalipto, pau d’arco, confrei, romanzeira, malvarico,

malva santa, alfavaca, aroeira, goiabeira e maracuja (CEARA, 2009).

1.2 Consideracoes botanicas sobre Passiflora cincinnata Mast. Passifloraceae

1.2.1 Familia Passifloraceae

A familia Passifloraceae compoe-se de 400 (KILLIP 1938; CERVI, 1997, 2000)
a 520 espécies (MACDOUGAL & FEUILLET, 2004), que sdao amplamente
distribuidas através dos neotropicos. O Brasil ¢ um importante centro de diversidade

da familia, onde quarto géneros e 138 espécies ocorrem. Passiflora L. é o género

27



mais diverso da Passifloraceae neste pais, com 129 espécies nativas (CERVI et al,

2010).

O historico da Passiflora comega a se definir por ocasido da expansdo europeia
no quadro da conquista e explora¢do espanhola no Novo Mundo. Assim, tem-se
noticia de que a Passiflora foi, talvez, a planta americana que maior admiragdo
causou aos colonizadores espanhdis dos séculos XVI e XVII, ndo sé pela beleza de
suas flores, mas também pelo misticismo que sua morfologia suscitou entre as
pessoas. Dos primeiros contatos dos colonizadores com a Passiflora deriva uma
propagag¢do de sua flor com sentido religioso e expressao literaria singular que faz
da sua existéncia uma noticia de significado cultural marcante. A principio,
conhecia-se esta planta com o nome de granadilla porque seu fruto se parecia com a
Punica granatum; mais tarde, recebeu a denominagao de Passiflora, passionaria ou
flor da paixdo (flor de la pasion). O nome de flor da paixdo se deve a primeira
espécie descoberta (atualmente Passiflora incarnata L.) pelo que representavam,
para os seus conhecedores, homens de fé catolica, partes da flor e folhas em relacao
a alguns instrumentos da paixdo de Cristo. Por analogia, as folhas recordavam a
lanca que transpassou o Salvador na cruz; as gavinhas, o agoite; a corona de
filamentos, de coloracdo vermelha e azul, a coroa de espinhos; os trés estiletes
simulavam os trés cravos e as cinco anteras representavam as chagas do crucificado.
Ressalte-se que o nome Passiflora (derivado do latim: passioni flos) se deve a L.

PLUCKENET (4/magestrum botanicum: 281) divulgado em 1696 (CERVI, 1997).

A palavra maracujd, que identifica os frutos das espécies do género Passiflora, é
uma denominagdo indigena de origem tupi, que significa “alimento em forma de
cuia” (MELETI, 2000). O fruto apresenta uso medicinal, amplamente conhecido

pela populacdo, e ¢ objeto de diversos estudos farmacologicos (MACHADO, 2009).

1.2.2 Passiflora cincinnata Masters in Gardner, Chron

A espécie Passiflora cincinnata foi descrita em 1868 por Masters. O epiteto
especifico cincinnata vem do latim e significa que tem por natureza cabelo anelado,
encrespado, devido a corona de filamentos da flor, cujos filamentos se enrolam

quando a flor estd completamente aberta (Figura 1) (WONDRACEK, 2009).
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Diversos nomes identificam esta espécie nas diferentes regides do Brasil, sendo
que em Santa Catarina, Mato Grosso, Minas Gerais ¢ Pernambuco ¢ conhecida
como maracuja do Cerrado e maracujd-mochila. Em Alagoas e na Paraiba,
maracuja-do-mato. Em Sao Paulo, Paraiba, Alagoas e Pernambuco, maracuja-de-
vaqueiro, maracuja-de-casca-verde, maracuja-tubardo e maracujd-brabo. Esta
espécie ¢ encontrada em alguns paises da América do Sul sendo eles: Paraguai,
Argentina, Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil esté distribuida em Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Paréd, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Alagoas e

Bahia. (WONDRACEK, 2009)

No semidrido brasileiro, sdo descritas dez espécies do género Passiflora, onde P.

cincinnata ¢ apontada como uma nova espécie de interesse agrondmico

(GIULIETTE et al., 2006; ARAUJO, 2007).

Esta espécie ¢ descrita como sendo de ampla distribuicdo na América do Sul,
sendo registrada do leste do Brasil até o oeste da Bolivia, ocorrendo em campo
rupestre, caatinga, floresta estacional e cerrado, além de ser frequente em ambientes
perturbados (KILLIP, 1938; NUNES, QUEIROZ, 2001; NUNES, QUEIROZ,
2006).

E uma espécie encontrada em ambientes com grande incidéncia solar. E muito
comum na borda da mata de capoeiras, inclusive na borda de cultivos, com
florescimento e frutificacdio de outubro a maio. Com relacdo ao seu aspecto
morfoldgico, possui grande variagdo, no tamanho dos frutos, no colorido da flor e na
cor ¢ sabor do suco. A casca do fruto permanece verde, mesmo apos o
amadurecimento. Os frutos possuem formato ovoide ou oblongo e a polpa
geralmente apresenta coloragdo creme, com sementes ovais ¢ foveoladas (Figura 2)

(WONDRACEK, 2009).

Passiflora cincinnata Mast. ¢ uma trepadeira, em geral, inteiramente glabra,
raramente aveludada-pilosa, com caule cilindrico ou subangular. As folhas sdo
simples, 3 a 5 palmatipartidas, verde-escuras na fase adaxial, palidas na fase abaxial;
com 8 cm de comprimento e 8 a 10 cm de largura, peciolos com 1,5 a 5,0 cm de
comprimento, 2 a 3 glandulas sésseis com cerca de 0,2 cm de didmetro. Flores cor-

de-rosa palido a violeta e violeta azul, de 7,0 a 12 cm de diametro, pedunculos de
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2,0 a 8,5 cm de comprimento, com sépalas oblongo-lanceoladas, com 5,0 cm de
comprimento. Os filamentos da coroa possuem de 2,0 a 4,0 cm de comprimento; na
parte mais baixa, apresentam coloragdo purpura carregada, banda média azul-rosado
e azul-palido. As sementes sdo ovais, com 0,5 a 0,6 cm de comprimento e 0,4 cm de

largura (OLIVEIRA E RUGGIERO, 2006).

1.3 Etnofarmacologia da espécie Passiflora cincinnata Mast.
A familia Passifloraceae destaca-se dentre a flora brasileira, por ser bastante

utilizada na fitoterapia, e o género Passiflora ¢ o mais encontrado em todo o Brasil

(BARBOSA, 2006).

Passiflora cincinnata ¢ uma das espécies que constam na lista relatada por
MELETTI et al., 2005, das espécies ndo cultivadas, mas que tém oferecido
contribui¢des importantes ao melhoramento genético, por apresentarem resisténcia a
doengas ou a pragas, longevidade, maior adaptacdo a condigdes climaticas adversas,
periodo de florescimento ampliado e maior concentragdo de componentes quimicos
destinados a industria farmacéutica e outras potencialidades, quase todas, ainda

inexploradas.

Figura 1: Flor da Passiflora cincinnata Mast.

Fonte: SIEBRA, A. L. A.
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Figura 2: Fruto de Passiflora cincinnata Mast.

Fonte: SIEBRA, A. L. A.

Conforme estudos etnofarmacoldgicos, determinagdes fitoquimicas enumeram,
dentre outros constituintes, a presenca de B-caroteno, antocianinas € compostos

fenolicos na espécie em estudo.

Lessa (2011) cita em seu estudo comparativo entre as polpas das espécies P.
cincinnata, P. setacea e P. edulis, que a espécie P. cincinnata possui o maior teor de
compostos fendlicos, quando comparado as duas espécies, o que lhe confere
caracteristica atividade antioxidante. Determinou também que a espécie tem a

presenga de carotenoides e baixo teor de antocianinas em sua composicao.

O B-caroteno ¢ um potente antioxidante com agdo protetora contra doencas
cardiovasculares. A oxidagdo do LDL-colesterol ¢ fator crucial para o

desenvolvimento da aterosclerose e o [B-caroteno atua inibindo o processo de

oxidagdo da lipoproteina (AMBROSIO et. al, 2006).
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As antocianinas sdo metabolitos secundéarios que integram o grupo dos
flavonoides e sdo responsaveis pela coloragdo que varia do vermelho vivo a violeta
e de branco a amarelo claro (BOBBIO; BOBBIO, 2001). Estes compostos
fitoquimicos podem prevenir injurias causadas pelos radicais livres de varias
formas. Uma delas ¢ carreando diretamente o radical livre. As antocianinas sao
oxidadas pelos radicais, resultando em um radical menos reativo e mais estdvel. Em
outras palavras, as antocianinas estabilizam as espécies reativas ao oxigénio através

de sua reagdo com o componente reativo do radical (VOLP et. al, 2008).

Os compostos fenolicos apresentam uma gama de efeitos biologicos, incluindo
acdo antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria e vasodilatadora (JACQUES,
2009). As formas relevantes e doses destes fitoquimicos, capazes de propiciar

efeitos benéficos a saude humana ainda precisam ser estabelecidas (MENNEM,

2005).

Em seu trabalho sobre plantas conhecidas como medicinais e venenosas no
Nordeste do Brasil, AGRA et al., (2007) descreve a espécie P. cincinnata como
tendo o seu uso na medicina popular indicado contra doengas venéreas € no
tratamento de hemorroidas, sendo as folhas a parte da planta utilizada no preparo de

chas.

O infuso de toda a planta ¢ indicado contra inflamacdes, insonias (AGRA,
1982), como sedativo, hipotensivo e antigripal (EMPERAIRE, 1983). As folhas e os
frutos sdo indicados contra hipertensdo, tosses e inflamagdes (AGRA et al., 1996;

NURIT-SILVA et al., 2002).

1.4 Importancia econdémica do maracuja

Dentre vérias espécies frutiferas da rica flora nacional, destaca-se uma de grande
importancia econdmica: o0 maracujd; que tem grande potencial para uso na
alimentagdo (producdo de sucos e polpas congeladas), como fungicida, na industria
de cosméticos, perfumes e farmacéutica (RUGGIERO et al., 2004).

O Brasil ja foi o maior produtor mundial de maracuja. Entretanto, perdeu esta

colocagdo em fungdo da concorréncia de outros paises que apresentam melhores
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condi¢des de competitividade no mercado internacional. Os altos custos envolvidos
na producdo, perdas causadas por pragas e doencas do maracujazeiro, além dos
baixos precos praticados pelos paises concorrentes, tornaram menos atraente a alta
produtividade visando o mercado externo, levando a uma reducdo gradativa da
produgdo, o que fez com que o Brasil deixasse de ser o maior produtor de maracuja
do mundo (LESSA, 2011).

Atualmente, a regido Nordeste do Brasil ¢ a maior produtora de maracuja, com
uma produgdo predominante de Passiflora edulis f. flavicarpa, sendo o estado da
Bahia o maior produtor, seguido dos estados do Ceara, Sergipe, Minas Gerais e Sao
Paulo (OLIVEIRA-JUNIOR, 2008).

As espécies silvestres do cerrado sdo amplamente encontradas no estado da
Bahia e em vérios estados do Nordeste e Centro-Oeste, por apresentarem condigdes
climaticas favordveis ao seu desenvolvimento. Estas espécies ocorrem
principalmente em 4reas naturais proximas a pequenas propriedades, onde
Passiflora cincinnata é obtida por coleta em pequenas plantacdes de agricultura
familiar. Consequentemente, a produg@o obtida ndo ¢ suficiente para o atendimento
da demanda do mercado consumidor, sendo necessario o desenvolvimento e
expansao do plantio da espécie (OLIVEIRA-JUNIOR, 2008).

Passiflora cincinnata apresenta potencial comercial e, de forma particular, para
a industrializacdo em pequenas fabricas caseiras, por se constituir em um produto
diferenciado, de sabor caracteristico, quando comparado ao maracuja-amarelo. Seu
cultivo € vantajoso por sua natureza perene e resisténcia a seca, desenvolvendo-se
nos mais diversos solos da regido semiarida, em condi¢des absolutas de sequeiro.
Seus frutos, isentos de agrotdxicos e de sabor exoético, ja sdo comercializados em
pequenas feiras livres de varios municipios do semidrido, embora sua
produtividade, de cerca de nove toneladas por hectare seja considerada bem menor
do que a do maracuja-amarelo. O produto processado na forma de geleia ¢
exportado para Alemanha e Italia, sendo também consumido na merenda escolar
dos municipios de Uaua, Curagd e Canudos, na Bahia (ARAUJO et al., 2006;
ARAUIJO, 2007).

Os frutos de P. cincinnata possuem compostos fitoquimicos com reconhecida
atividade bioldgica. Entretanto, esta caracteristica ndo proporciona aumento de
prego e, por consequéncia, ndo influencia diretamente no aspecto econdmico, mas

podem vir a interferir, uma vez que os consumidores buscam cada vez mais
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alimentos que proporcionem saide e bem estar. Portanto, estudos que determinem a
eficacia destas substancias podem incentivar o aumento do consumo, afetando
positivamente toda a cadeia produtiva (LESSA, 2011).

Atualmente, P. cincinnata é comercializada na regido Nordeste na entressafra da
P. edulis f. flavicarpa, sendo uma op¢ao de renda para os pequenos agricultores, em
virtude da sua disponibilidade, por ser uma espécie nativa da regido, adaptando-se
bem as severas condi¢des climaticas e ambientais, bem como aos métodos de
cultivo utilizados (OLIVEIRA-JUNIOR, 2008).

Durante a coleta do material botanico a ser utilizado nas pesquisas quimicas e
farmacoldgicas deste trabalho, questionamos os moradores da localidade Sitio
Barreiro Grande, localizado na Chapada do Araripe, municipio de Crato-CE, sobre
a utilizacdo da espécie Passiflora cincinnata, seja no ambito comercial (in natura
ou processado), ou mesmo na medicina popular. Alguns relatos apontaram para o
uso medicinal das folhas da espécie, na forma de chd, para um efeito tranquilizante
e também como antiinflamatério. Os frutos da espécie sdo utilizados no preparo de
sucos para consumo proprio, especialmente na entressafra das espécies comerciais
mais comuns do género Passiflora, que sdo cultivadas na comunidade. Nao houve
relatos de cultivo de P. cincinnata, nem processamento dos frutos com finalidade
comercial (polpas, geleias, compotas), o que poderia significar importante fonte de
renda para a comunidade, uma vez que a espécie ¢ conhecida por sua excelente
produtividade e resisténcia as infec¢des bacterianas ou fingicas, que porventura
atacassem parcial ou totalmente as lavouras cultivadas com tal espécie.

Atualmente, vem sendo explorada somente para subsisténcia e extrativismo. A
associagdo da fruticultura as atividades de pequenas industrias de beneficiamento e
processamento dos frutos em doces, geleias, mousses e sucos, sinalizam um
mercado promissor para a comercializagdo de Passiflora cincinnata (KIILL et al.,

2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil quimico, toxicologico e farmacoldgico in vivo e in vitro de

Passiflora cincinnata Mast. (Maracuja-do-Mato).

2.2 Objetivos especificos

Elaborar extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes
de Passiflora cincinnata Mast. e classificar as principais classes de constituintes
quimicos derivados do metabolismo secundario;

Quantificar os constituintes quimicos do extrato hidroalcoolico das folhas de
Fassiflora cincinnata Mast. (EHFPC) através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

Determinar o teor de fendis totais e flavondides presentes no EHFPC por
métodos espectrofotométricos;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro do EHFPC, através dos métodos
espectrofotométricos de captura do radical livre DPPH e redugao do teor de ferro
(FRAP);

Avaliar a agdo antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos de Passiflora
cincinnata Mast., a partir da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
modulacdo da atividade antibidtica (aminoglicosideos e betalactamicos);

Avaliar a toxicidade aguda do EHFPC através da administragdo de dose tUnica,
por via oral, sob a orienta¢do do protocolo da OECD 2008;

Determinar a dose letal média (DLsp) do EHFPC frente a modelos animais;
Avaliar o efeito gastroprotetor do EHFPC em modelos de lesdes gastricas
agudas induzidas por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina;
Investigar a agdo do EHFPC na atuacao da atividade gastroprotetora, através do
teste de barreira fisica;

Determinar a atividade cicatrizante do gel de EHFPC (100 mg/g) a 10%, através

da analise de parametros morfométricos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material botanico

Neste trabalho, utilizou-se a espécie vegetal Passiflora cincinnata Mast,
coletada com autoriza¢do do Sistema de Autorizagao ¢ Informagao em Biodiversidade
(SISBIO), para a realizagdo de atividades com finalidade cientifica, sob o nimero

32140-1 (Figura 3).

Figura 3: Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica — SISBIO.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 32140-1 Data da Emissao: 30/01/2012 09:00

Dados do titular

Nome: Ana Luiza de Albuquerque Siebra CPF:010.487.934-35

Titulo do Projeto: BIOPROSPECGCAO DA ATIVIDADE FARMACOGNOSTICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Passiflora cincinnata

Mast

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

A coleta foi realizada no Sitio Barreiro Grande (07° 21°44,0"°S ¢ 39°28°41,0"'W,
com altitude de 901m acima do nivel do mar), situado no municipio de Crato-CE e com
proximidade de 65,9 km do municipio de Serrita-PE (Figura 4). As informacdes foram
obtidas através de aparelho GPS.

Para a identificagdo da espécie, foi coletada uma amostra representativa para
confeccdo da exsicata (DI STASI, 1996), que esta depositada junto ao Herbario
Caririense Dardano de Andrade e Lima, da Universidade Regional do Cariri — URCA,

sob o nimero de tombo 8097, como evidenciado na Figura 5.
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Figura 4: Localizacdo geografica do Sitio Barreiro Grande, municipio de Crato-CE.

2013 Maplink/Tele Atlas

4 » rih
Image © 2013 DigitalGlobe GO ‘::I\ cqa

Data dasiimagens: 8/29/2009 @ 2006 | 7°21'38.79"S 39°28'42.11"0 elevitt904cm ponto de visio 1.32km O

Fonte: Google Earth

3.2 Ensaios in vitro

3.2.1 Obtencao dos extratos hidroalcodlicos de Passiflora cincinnata Mast.

O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de Farmacologia e
Quimica Medicinal — LFQM — URCA, onde foi selecionado de acordo com o grau de
sanidade visual (auséncia de danos mecanicos e manchas fliingicas), lavado e submetido
a secagem natural até que o excesso de umidade fosse extraido, e o material pudesse ser
manuseado, de acordo com as suas caracteristicas fisicas, sendo triturado, a fim de
aumentar a sua superficie de contato com o material solvente a ser utilizado no processo
de maceracdo. As massas obtidas foram submersas em uma solug¢do hidroalcoolica
(1:1), por um periodo de 72 horas. Os extratos foram filtrados e em seguida
concentrados em evaporador rotativo e banho-maria. Apds este processo, 0s extratos
hidroalcoodlicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de Passiflora cincinnata
Mast. foram congelados e encaminhados ao processo de liofilizacdo, seguindo a

metodologia de Matos (2009).
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Figura 5: Exsicata da espécie depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima, da

Universidade Regional do Cariri — URCA, sob o numero 8097.

Fonte: Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima.

3.2.1.1 Prospeccao fitoquimica

A identificacdo dos compostos (prospeccdo fitoquimica) que resultam do
metabolismo secundario dos extratos de folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de P.
cincinnata, Mast. foi realizada a partir das mudangas de coloragdo e formagdo de
precipitados apds a adicdo de reagentes especificos, seguindo a metodologia proposta

por Matos, 1997.
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3.2.1.2 Analise cromatografica

A cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) foi a técnica utilizada para a
quantificagdo dos 4cidos fenolicos: galico, clorogénico, eldgico e caf€ico, e os
flavonoides: quercetina, quercitrina, rutina, campferol, catequina e epicatequina,
identificados diante da comparacdo entre o seu tempo de retengdo e do espectro de
absor¢do de UV, com o uso dos padrdes comerciais, seguindo a metodologia de Laghari
et al., 2011. Todas as operagdes cromatograficas foram realizadas em temperatura

ambiente e em triplicata.

3.2.1.3 Teor de fenois totais

A quantificagdo do teor de fenois totais presentes no EHFPC foi realizada
através do método de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin—
Ciocalteau descrito por Singleton, Lamuela-Raventos, 1999 e ligeiramente modificado
por Dewanto, Adom, Liu, 2002. O teor de fenois totais foi expresso em grama (g) de
acido galico por grama (g) de extrato, através da interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibrag¢do construida com padrdes de acido gélico. Todas

as andlises foram realizadas em temperatura ambiente e em triplicata.

3.2.1.4 Teor de flavonoides totais

A determinagdo do teor de flavonoides totais presentes no EHFPC foi realizada
através do método de espectroscopia na regido do visivel seguindo a metodologia
adaptada por Arvouet-Grand et al.,, 1994. Os valores foram expressos em grama (g) de
quercetina por grama (g) de extrato, através da interpolagdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de quercetina. Todas

as andlises foram realizadas em temperatura ambiente e triplicata.
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3.2.2 Potencial antioxidante

3.2.2.1 Captura do radical livre DPPH

A determinagdo do potencial antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi
realizada através do método de espectroscopia na regido do visivel utilizando a
metodologia descrita por Rufino et al., 2007. O valor encontrado foi considerado como
a capacidade em gramas (g) de o extrato capturar gramas (g) do radical livre de DPPH,
a partir das absorbancias obtidas e através da interpolagdo entre a curva de DPPH e a

solucao do extrato.

3.2.2.2 Método de redugao de ferro

A determinagdo da atividade antioxidante ocorre pela redugdo de ferro (FRAP)
através do método de espectroscopia na regido do visivel, utilizando a metodologia
descrita por Rufino ef al., 2006. 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 e através da interpolagdo entre a curva de sulfato ferroso e a

solucao do extrato.

3.2.3 Formulacao do gel de EHFPC (100 mg/g) a 10%, para uso topico na atividade

cicatrizante

3.2.3.1 Gel de natrosol

Dissolveu-se o nipagim - nome comercial de metilparabeno - em agua aquecida
a 70°C, e aos poucos foi adicionando o natrosol — hidroxietilcelulose - sob agita¢do
lenta e constante, até a dissolu¢do completa. Logo apos este processo, o material foi
resfriado a 40°C, intercalando com um repouso e adicionando o Germall —
Imidazolidinil. Ao final do preparo, o gel apresentou as seguintes caracteristicas: gel

transparente, incolor ou levemente amarelado, com pH variando entre 5 e 6.
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3.2.3.2 Gel de EHFPC a 10% (100 mg/g)

O extrato foi diluido em agua, e a este foi incorporado o gel de natrosol, aos
poucos, através de uma homogeneizagao sincronizada, a fim de se obter a concentragdo

final de 100mg/g.

3.2.4 Atividade antimicrobiana

Foram utilizados isolados clinicos oriundos do Laboratorio de Micologia Clinica
da Universidade Federal da Paraiba, conforme detalhado: bactérias (padroes):
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 11105 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e bactérias (multirresistentes): S. aureus 03, E. coli 08 e P.
aeruginosa 04 seguindo a tabela 1, de acordo com os respectivos perfis de resisténcia.
Os aminoglicosideos amicacina e gentamicina e os betalactdmicos ampicilina,
benzilpenicilina potassica e oxacilina, foram utilizados na concentracdo inicial de
5000pg/mL. Todas as drogas foram dissolvidas em agua estéril.

O método utilizado foi o da microdiluicdo em caldo. Para se chegar a
concentragdo de 1024pg/mL a ser utilizada nos testes, inicialmente uma massa de cada
extrato (folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes) (0,010g) foi diluida em 1mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), a fim de se obter concentragdo final de 100 mg/mL, que em
seguida foi diluida em 4gua destilada e estéril. O inoculo foi diluido em BHI (Brain
Heart Infusion) 10%, chegando-se a uma concentragio de 10° UFC/mL. Foram
distribuidos 100uL do BHI e do indculo em cada pogo de uma placa contendo 96 pogos,
e em seguida, procedeu-se a microdilui¢do seriada com 100uL da solug@o dos extratos,
obtendo-se diluigdes variando nas concentragdes de 512 a 8ug/mL. As placas foram
levadas a incubadora por 24 horas a 37°C. A concentragdo inibitoria minima (MIC) é
definida como a menor concentragdo em que nenhum crescimento ¢ observado
(NCCLS, 2008), sendo determinada pelo método descrito por JAVADPOUR et al.,
1996.

No teste de modulacio de drogas, utilizou-se o método proposto por
COUTINHO et al., 2008, onde as solu¢des dos extratos foram testadas a partir de uma
concentragdo sub-inibitéria (MIC/8). Foram distribuidos 100ul. de uma solugdo

contendo BHI 10%, in6culo e extratos em cada poco no sentido alfabético da placa. Em
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seguida, 100uL da droga foi misturado ao primeiro pogo, procedendo a microdiluicdo

em série, numa propor¢do de 1:1 até a penultima cavidade. As concentracdes de

aminoglicosideos e betalactamicos variavam gradualmente de 5000 a 1,22pug/mL.

Tabela 1. Origem das cepas bacterianas e perfil de resisténcia a antibioticos.

Bactéria / Origem

Resisténcia

Staphylococcus aureus 03

Escara

Cefadroxil / Cefalexina /
Cefalotina / Oxacilina /
Penicilina / Ampicilina /
Amoxicilina / Moxifloxacina /
Ciprofloxacina / Levofloxacina /
Ampicilina + Sulbactam /
Amoxicilina + Acido
Clavulanico / Eritromicina /
Claritromicina / Azitromicina /

Clindamicina / Mupirocina

Escherichia coli 08

Urocultura

Ceftriaxona / Cefalotina /
Cefalexina / Cefadroxil /
Cefepime / Ciprofloxacina /
Levofloxacina / Ampicilina +

Sulbactam

Pseudomonas aeruginosa 04

Swab anal (fezes)

Cefepime / Ceftazidima /

Levofloxacina / Ciprofloxacina
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3.3 Ensaios in vivo

3.3.1 Animais e aspectos éticos da pesquisa

Para a realizag¢do dos ensaios in vivo, foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus), com massa corporea entre 20 - 30 g, cedidos pelo Biotério da Faculdade de
Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e monitorados no Biotério Experimental da
URCA, em conformidade com as normas e procedimentos em biosseguranca aplicada
para biotérios.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno ¢ mantidos em
ambiente com temperatura de 23 + 2 °C, utilizando ciclo claro/escuro de 12 h e tendo
livre acesso a agua potavel e ragdo especifica para roedores (Labina, Purina®). Foi
realizado jejum de solidos quando necessario, antes dos testes.

Foram realizadas avaliagdes didrias, tais como: numero de animais por caixa,
fluxo de pessoas (ruidos), nutricdo, estoque/qualidade do material, sexagem de animais,
condi¢des de equipamentos e instalacdes, desinfec¢do e esterilizagdo, higiene pessoal,
ambiental e na manuten¢do dos animais, com a finalidade de garantir qualidade nos
resultados e minimizar os erros.

Todos os procedimentos seguiram as normas de utilizacdo de animais, sendo a
pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade

Federal do Ceara — Campus Cariri, protocolado sob o numero: 10/2012 (ANEXO C)

3.3.2 Avaliac¢ao da toxicidade aguda e determinacio da dose letal média (DLs)

A investigacdo da toxicidade aguda de Passiflora cincinnata Mast. seguiu as
diretrizes da OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) para
o teste de classe de dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method — OECD 425 - 2008)
e as diretrizes da Portaria 116/96 do Ministério da Satde, para avaliacdo da toxicidade
aguda oral de substancias quimicas e estudos de toxicidade de dose Unica de novas
drogas, além de se enquadrar nas exigéncias da RDC 17, de 24 de fevereiro 2000 da
ANVISA/MS.

Para determinar a dose toxica aguda, cinco animais foram tratados com o
EHFPC a cada dose, sendo a classe definida como a menor dose que, na sequencia
considerada, induz a morte. Portanto, o extrato ¢ administrado na sequencia da dose

menor para a maior. O fator de progressdo da dose deve ser de 3,2, quando ndo existe
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qualquer informagdo sobre a inclinagdo da curva dose-resposta da substincia a ser
testada. Utilizando-se o fator de progressao padrao, as doses foram selecionadas a partir
da sequéncia de: 19, 61, 195, 625 e 2000 mg/kg. Excepcionalmente, e somente quando
justificado por regulagdo especifica, o uso de dose superior a 5000 mg/kg deve ser
considerado. O EHFPC foi administrado por via oral (gavagem através de canula
apropriada). O volume administrado ndo excedeu 1 mL/100 g de peso corporal e, para
manter o volume constante, ajustou- se as concentragcdes da solucdo de acordo com o
valor de dose e peso dos animais.

Os animais foram observados em intervalos regulares apds a administragdo da
droga (30 minutos, uma, duas, quatro e 24 horas) e, a partir de entdo, diariamente, até o
décimo quarto dia. Todos os sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento,
intensidade, duracdo e progressio dos mesmos foram registrados. Observacgdes
comportamentais sistematicas através do screening hipocratico (atividade geral, frénito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, contor¢do, posi¢ao
do trem posterior, reflexo de endireitamento, tonus do corpo, forga para agarrar, ataxia,
reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, straub, hipnose, anestesia,
lacrimagdo, ptose palpebral, mic¢do, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracao,
cianose, hiperemia e morte) também foram realizadas. As intensidades dos eventos
foram tabuladas de zero a quatro, correspondendo, respectivamente a: ausente, raro,
pouco, moderado ou intenso. As alteracdes encontradas na observagdo 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 foram baseadas no
modelo proposto por MALONE, 1977.

Os pesos corporais € o consumo de ragdo foram avaliados durante os 14 dias. Ao
final do periodo de teste, apds anestesia dos animais, foi realizada coleta de sangue
(plexo infraorbital), para andlise bioquimica dos seguintes pardmetros: hemograma,
contagem de plaquetas, glicose, colesterol, triglicerideos, AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), fosfatase alcalina, ureia e
creatinina. Apds sacrificio, 6rgdos (cérebro, coracdo, pulmodes, figado, baco e rins),
foram pesados e analisados macroscopicamente. Foi notificado também, o nlimero de

oObitos para a determinacdo da DLs,
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3.3.3 Atividade gastroprotetora

3.3.3.1 Avaliacao farmacologica

O estudo de dose-resposta antiulcera foi realizado utilizando-se as doses de 50,
100 e 200 mg/kg do extrato hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.,
sempre diluido em agua destilada, constituindo as solugdes a serem administradas por
via oral ou intraperitoneal aos animais. Os animais dos grupos controle positivo e
negativo receberam, respectivamente, solucdo de omeprazol na concentracdo de 30
mg/kg (granulos macerados e diluidos em &gua destilada) e solugdo salina na
concentragao de 0,9%.
3.3.3.2 Lesao gastrica induzida por etanol absoluto (ROBERT et al., 1979 apud
LAPA, 2008)

Os animais foram tratados com solugdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.o.),
omeprazol (30 mg/kg, v.0.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg, v. 0.). Ap6s uma hora dos
tratamentos, os animais receberam a administragdo do etanol,,s (0,2 mL/animal v.o0.).
Decorrido uma hora da inducdo, os animais foram anestesiados e sacrificados, os
estomagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina a 0,9%
e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de
acordo com os grupos, com posterior analise através do “software” (Image J). A area

lesionada foi expressa em porcentagem da area total do corpo gastrico.

3.3.3.3 Lesao gastrica induzida por etanol acidificado (MIZUI, 1987 apud LAPA,
2008)

Os animais foram tratados com solu¢do salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.o.),
omeprazol (30 mg/kg, v.o.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Apds uma hora dos
tratamentos, os animais receberam a administragdo de etanol .4 (0,2 mL/animal, de
uma solucao 0,3 M de HCI em etanol 60%, v.0.). Apos uma hora da indu¢ao, os animais
foram anestesiados e sacrificados, os estomagos retirados e abertos ao longo da grande
curvatura, lavados com salina a 0,9% e comprimidos entre duas ladminas. As imagens

foram escaneadas e digitalizadas de acordo com os grupos, com posterior andlise
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através do “software” (Image J), sendo a area lesionada expressa em porcentagem em

relacdo a area total do corpo gastrico.

3.3.3.4 Lesdo gastrica induzida por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969 apud
LAPA, 2008)

Os animais receberam os tratamentos, de acordo com seus grupos, solucdo salina
(0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg,
v.0.). Ap6és uma hora do pré-tratamento foi realizado a indug¢do das lesdes por
administracdo de indometacina (10 mg/kg, v.0.). Decorridas trés horas da administragao
do agente indutor, foi realizada a repeticao dos pré-tratamentos. Depois de seis horas da
administracdo da indometacina, os animais foram anestesiados e sacrificados, os
estomagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina a 0,9%
e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de
acordo com os grupos, sendo a area lesionada quantificada e qualificada a partir de
scores previamente estabelecidos pela metodologia descrita por ZINKIEVICH et al.,

2010, como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Determinag@o de area lesionada através do sistema de scores.

Pontuagio Tipo de lesdao
0 Ausente
1 Leves edemas
2 Edema e hemorragia
3 1-2 Ulceras pontuais

1-2 Ulceras extensas
5 Viérias ulceras pontuais

6 Ulceras extensas e visiveis em toda mucosa

Fonte: Adaptado por ZINKIEVICH, et al., 2010.

3.3.3.5 Teste de barreira fisica
Os animais foram tratados com solu¢do salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) ou
EHFPC (50, mg/kg, v.o./v.ip.). Apo6s lh dos tratamentos, os animais do grupo (v.0.)

receberam a administracdo do etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0.) e o grupo (v.ip.)
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apds 30 minutos. Decorrido 1h da inducdo de acordo com seus respectivos tempos, 0s
animais foram anestesiados e sacrificados, os estomagos retirados e abertos ao longo da
curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas ldminas. As imagens
foram escaneadas e digitalizadas de acordo com os grupos, com posterior andlise
através do “software” (Image J), sendo a area lesionada expressa em porcentagem em

relacdo a area total do corpo gastrico.

3.3.4 Atividade cicatrizante

3.3.4.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Swiss (Mus musculus), com massa corporea
entre 20-30 g. Os animais foram mantidos, em dupla, em gaiolas de polipropileno com
tampa de aco inox, forradas com maravalha irradiada, que foi trocada trés vezes por
semana. A temperatura ambiente foi mantida em torno de 23 + 2 °C. O fotoperiodo foi
controlado para prover luz durante 12 horas diarias (6:00 as 18:00 horas). Tiveram livre

acesso a agua potavel e racao especifica para roedores (Labina, Purina®).

3.3.4.2 Delineamento experimental

Apo6s periodo de adaptacdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
gaiolas coletivas (dois animais/gaiola), e divididos em trés grupos: Grupo Natrosol, em
que as lesdes nos animais foram tratadas topicamente com gel de Natrosol; Grupo
EHFPC 10%, onde as lesdes foram tratadas topicamente com gel do extrato
hidroalcoodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast., na concentragdo de 100 mg/g
e 0 Grupo Dexametasona, no qual as lesdes foram tratadas topicamente com gel a base

de Dexametasona, na mesma concentra¢ao do grupo EHFPC.

3.3.4.3 Procedimento cirurgico

Para todos os procedimentos dolorosos e/ou situagcdes de estresse, foi
administrada anestesia dissociativa utilizando cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e
cloridrato de quetamina (60 mg/kg), administrada por via intramuscular. Apds a

contencdo dos animais em decubito ventral sobre maca cirrgica, realizou-se a

49



tricotomia da regido dorsolombar e antissepsia com solugao de polivinilpirrolidona-iodo
(PVPI) demarcagdo e incisdo da area da ferida com punch de bidpsia estéril de seis
milimetros com lamina cortante na borda, que se estendeu até a fascia muscular. Os
tratamentos foram aplicados imediatamente ap6s o procedimento cirurgico, uma vez ao

dia, com auxilio de hastes plasticas estéreis.

3.3.4.4 Tratamento das feridas

As feridas foram tratadas diariamente, uma vez ao dia, durante 15 dias. A cada
nova reposicao do tratamento, as lesdes foram lavadas com solu¢do fisioldgica a 0,9%
para a remocao de crostas e residuos do gel. A cada trés dias, as lesdes cutaneas foram
observadas quanto a presenga de hiperemia, edema, sangramento, exsudato e qual o tipo
de tecido formado. Apds anestesia e conteng¢do dos animais, foi realizado debridamento
das areas lesionadas e assepsia com solucdo fisiologica a 0,9% e gaze estéreis, para que
as areas das feridas fossem registradas fotograficamente, nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 pos-
cirargico. Em seguida, excisoes abrangendo a area da lesdo e a pele integra de dois
milimetros foram realizadas em dois animais de cada grupo, a cada dia de andlise, e
encaminhadas para andlise histopatologica. Apds tratamento, os animais seguiram para

recuperacdo em suas respectivas gaiolas, devidamente higienizadas.

3.3.4.5 Percentual de Contracio da ferida (%C)

As feridas de cada animal foram fotografadas digitalmente a uma distancia fixa
de 40 cm (Nikon D90 SLR Digital com lente Nikon 18-105 mm VR) a 0, 3,6, 9, 12 ¢
15 dias apos a inducdo do ferimento. As fotografias digitais das feridas cutaneas foram
transferidas para um computador e convertidas para o formato de arquivo Joint
Photographic Experts Group File Format (JPEG). Estas imagens foram processadas e
utilizadas para medir a area da ferida utilizando o Software Image J 1.3.1 (NIH, Estados
Unidos). A drea média das feridas foi expressa como uma porcentagem da area inicial
(dia 0), utilizando a equacao:

%C = 100 * (AdO - Ada) / AdO

onde, AdO = area da ferida no dia 0 e Ada = area da ferida no dia da analise.
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3.3.4.6 Velocidade de fechamento de feridas cutineas (VFY).

A velocidade de fechamento de feridas cutaneas foi calculada usando a equagao:

VFf=%C /dac
onde, dac ¢ o dia de andlise da cicatrizagdo da ferida e %C ¢é o percentual de

cicatrizagdo da ferida. A VFf foi expressa em cm?/dia.

3.4 Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM),
avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via e os testes de multipla
comparagdo de Newman Keuls, Bonferroni ou Tukey (conforme apropriado), sendo os
calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os

valores obtidos nos testes.

3.5 InstituicOes parceiras e financeiras

A realizagdo desta pesquisa contou com o apoio das seguintes institui¢des € dos
profissionais: do Biotério da Faculdade de Medicina do Juazeiro do Norte (FMJ), do
Biotério da Universidade Regional do Cariri (URCA) e dos Laboratérios da
Universidade Regional do Cariri: Laboratorio de Farmacologia e Quimica Medicinal
(LFQM) para os ensaios in vivo, Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN)
para obtencdo do extrato, prospeccdo fitoquimica, Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular (LMBM) para os ensaios microbioldgicos, o Laboratério de
Botanica (LB) para identificagdo da espécie. Da Universidade Federal do Ceara —
Campus Cariri, Faculdade de Medicina, na realizacdo de ensaios in vivo e in vitro e da
Universidade Federal de Santa Maria na quantificagdo de compostos por CLAE.

Os recursos financeiros para execucdo desse projeto foram advindos do
Programa de Pds-Graduacdo em Bioprospec¢do Molecular da Universidade Regional do

Cariri e dos Programas CAPES, FUNCAP e CNPQ.
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Resultados e Discussdo
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Capitulo 1

Avaliacdo da toxicidade, atividade antiulcerogénica e antioxidante
do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata
Mast.

Este capitulo est4d formatado para publicagdo na Revista Biofar
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AVALIACAO DA TOXICIDADE, ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA E
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
Passiflora cincinnata MAST.

Farmacia

Ana Luiza de Albuquerque Siebra '. Anita Oliveira Brito Pereira Bezerra Martins
Larissa Rolim de Oliveira ', David de Carvalho Siebra’, Irwin Rose Alencar Menezes °,
Marta Regina Kerntopf~.

RESUMO - Passiflora cincinnata Mast., conhecida popularmente como maracuja-do-
mato, ¢ descrita como uma espécie nativa da caatinga, utilizada com fins nutricionais,
medicinais e ornamentais. Na medicina popular, tem sido empregada no tratamento de
doencas venéreas, hemorroidas, inflamagdes, insonias, tosses, gripes e hipertensao, além
de ser indicada como sedativa e calmante. Este trabalho objetiva investigar o teor de
fenois totais e flavonoides, a atividade antioxidante, os possiveis efeitos toxicos e a
atividade gastroprotetora do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata
Mast. (EHFPC). O EHFPC mostrou presenca de fenois totais, com maior
representatividade para os flavonoides, além de atividade antioxidante. Nao apresentou
caracteristicas de toxicidade nem registro de obitos durante os experimentos. No teste
com etanol absoluto, o EHFPC demonstrou melhor resultado na dose de 50 mg/kg,
quando comparado ao omeprazol (percentual de inibi¢do de 65,11% vs 45,12%). Nos
testes com indugdo por etanol acidificado e indometacina, o0 EHFPC mostrou melhor
resultado na dose de 100 mg/kg, quando comparados ao omeprazol (percentual de
inibi¢do de 57,40% e 38,58% EHFPC vs 34,78% e 51,17% omeprazol). O teste de
barreira fisica evidenciou a atividade sistémica do extrato. Os resultados deste estudo
mostram que o EHFPC ndo ¢ téxico e apresenta atividade gastroprotetora,
possivelmente intermediada pelos compostos fenolicos e potencial antioxidante
presentes na espécie. Estudos mais especificos sdo necessarios para elucidar os
mecanismos envolvidos nesta atividade.

Unitermos: Passiflora cincinnata Mast., gastroprote¢do, atividade antioxidante,
toxicidade aguda, fenois totais.

EVALUATION OF THE TOXICITY AND ANTIULCEROGENIC ACTIVITY
OF THE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF Passiflora cincinnata Mast.
LEAVES

ABSTRACT - Passiflora cincinnata Mast., popularly known as maracuja-do-mato, is
described as a native species of the caatinga, used for nutritional purposes, medicinal
and ornamental. In folk medicine, have been employed in the treatment of venereal
diseases, hemorrhoids, inflammation, insomnia, coughs, colds and hypertension, and is
indicated as a sedative and calming. This study aims to investigate the content of total

' Aluna do Mestrado em Bioprospecgdo Molecular. Universidade Regional do Cariri, Departamento de
Quimica Biolégica, URCA. Crato-CE, Brasil. email: analu_farm@yahoo.com.br;
anitaoliveira24(@yahoo.com.br; larissarolim.ufcg@hotmail.com 2 Professor Universidade Federal do
Ceara Campus Cariri, Faculdade de Medicina, UFC. Barbalha — CE, Brasil. david.siebra@hotmail.com 3
Professor DSc Universidade Regional do Cariri, Departamento de Quimica Biolégica, URCA. Crato-CE,
Brasil. irwinalencar(@yahoo.com.br; martakerntopf(@yahoo.com.br.
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of 50 mg / kg, when compared to omeprazole (inhibition percentage of 65.11% vs.
45.12%). In tests with acidified ethanol induced by indomethacin and the phenols and
flavonoids, antioxidant activity, the possible toxic effects and gastroprotective activity
of hydroalcoholic extract of leaves of Passiflora cincinnata Mast. (EHFPC). In this
study, we evaluated the total phenols and flavonoids, antioxidant activity (DPPH and
FRAP), toxicity and antiulcer property (by the methods of absolute ethanol, acidified
ethanol and indomethacin) of EHFPC. The EHFPC showed the presence of phenolic
compounds, with greater representation for flavonoids, and antioxidant activity.
Characteristics showed no toxicity or death record during the experiments. In the test
with absolute ethanol, EHFPC showed the best result at a dose EHFPC showed better
results at a dose of 100 mg / kg compared to omeprazole (percentage inhibition of
57.40% and 38.58% vs. 34.78% EHFPC and 51 omeprazole 17%). The test of physical
barrier showed an systemic activity of the extract. The results of this study show that
EHFPC is not toxic and has gastroprotective activity, possibly mediated by phenolics
and antioxidant present in the species. More specific studies are needed to elucidate the
mechanisms involved in this activity.

Uniterms: Passiflora cincinnata Mast., gastroprotection, antioxidant activity, acute
toxicity, total phenols.

INTRODUCAO

Passiflora cincinnata Mast. ¢ uma espécie nao cultivada que tem oferecido
contribuigdes importantes ao melhoramento genético, apresentando resisténcia a
doengas e pragas, longevidade, periodo de florescimento ampliado e maior concentragao
de componentes quimicos destinados a industria farmacéutica (Meletti et al., 2005;
Correia et al., 2010). Conhecida popularmente como maracuja-do-mato, ¢ descrita como
uma espécie nativa da caatinga, utilizada com fins nutricionais, medicinais e
ornamentais, sendo empregada também como fonte de genes em programas de
melhoramento genético (Bernacci et al, 2003; Kill et al, 2010; Zucarelli, 2007;
Vanderplanck, 2000; Meletti et al, 2002; Lawinscky, 2010). Em levantamento
realizado por Agra et al. (2007) no Nordeste brasileiro, esta espécie tem sido relatada
pelos nativos como sendo utilizada para o tratamento de doengas venéreas e
hemorroidas. O infuso de toda a planta ¢ indicado no tratamento de inflamagdes e
insonias, (Agra, 1982), como sedativo, hipotensivo e antigripal (Emperaire, 1983). As
folhas e os frutos sdo indicados contra hipertensdo, tosses e inflamagdes e como
calmante (Agra, 1996; Nurit-Silva et al., 2002).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas medicinais
assume importancia fundamental no tratamento das patologias que afetam as
populagdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmissdo dos habitos culturais e a disponibilidade da flora (Matos,
1989).

A medicina popular, baseada principalmente no uso de plantas, desfruta
atualmente de uma posicao respeitavel, especialmente nos paises em desenvolvimento,
onde a disponibilidade dos servigos de saide modernos ¢ limitado. Seguros, eficazes e
de baixo custo, os fitoterapicos estdo ganhando popularidade entre as pessoas, seja de
origem urbana ou rural. Informacgdes a respeito do uso popular da medicina tradicional
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tém desempenhado um papel fundamental na descoberta de novos produtos a partir de
plantas, como, por exemplo, agentes quimioterapicos (Agra et al., 2007).

Neste contexto, varias plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento
de distirbios gastrointestinais, muitas vezes, sem o conhecimento da efetividade do seu
uso para determinado fim. Por se tratar de uma espécie ainda pouco estudada em seus
principios farmacologicos e potencial toxicoldgico, Passiflora cincinnata Mast. ¢ o
objeto de estudo deste trabalho, que se propde a investigar a atividade antiulcerogénica,
antioxidante e sua possivel toxicidade, com o intuito de fornecer informagdes basicas
sobre a agdo de seus principios ativos, uma vez que os altos precos dos medicamentos
indicados para o tratamento dos disturbios gastrointestinais torna-os muitas vezes
inacessiveis a populacdo, fazendo com que o uso de plantas medicinais surja como
alternativa de baixo custo e acesso facilitado para o alivio dos sintomas de saude.

MATERIAIS E METODOS
Material botanico

Folhas da espécie Passiflora cincinnata Mast foram coletadas no municipio de
Crato, Ceara, Brasil. O material vegetal foi identificado, e uma exsicata estd depositada
no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri -
URCA, Crato, Ceara, Brasil, sob o nimero de tombo: HCDAL 8097.

Preparo do extrato

O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de Farmacologia e
Quimica Medicinal — LFQM — URCA, onde foi selecionado de acordo com o grau de
sanidade visual (auséncia de danos mecanicos e manchas fliingicas), lavado e submetido
a secagem natural até que o excesso de umidade fosse extraido, e em seguida triturado,
a fim de aumentar a sua superficie de contato com o material solvente a ser utilizado no
processo de maceragdo. A massa obtida foi submersa em uma solucdo hidroalcodlica
(1:1), por um periodo de 72 horas. O extrato foi filtrado e concentrado em evaporador
rotativo e banho-maria. Apos este processo, o extrato hidroalcodlico das folhas de
Passiflora cincinnata Mast. foi congelado e encaminhado ao processo de liofilizagao.

Animais

Para realizagdo dos ensaios in vivo, foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus), com massa corporea entre 20 - 30 g, cedidos pelo Biotério da Faculdade de
Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e monitorados no Biotério Experimental da
URCA, em conformidade com as normas e procedimentos em biosseguranca aplicada
para biotérios.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em
ambiente com temperatura de 23 + 2 °C, utilizando o ciclo claro/escuro de 12 h e tendo
livre acesso a agua potavel e ragdo especifica para roedores (Labina, Purina®). Foi
realizado jejum de s6lidos quando necessario, antes dos testes.

Todos os procedimentos seguiram as normas de utilizacdo de animais, sendo a
pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Universidade
Federal do Ceard — Campus Cariri, protocolado sob o ntimero 10/2012.
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Teor de fenois totais

A quantificagdo do teor de fenois totais presentes no EHFPC foi realizada
através do método de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin—
Ciocalteau descrito por Singleton et al. (1999) e ligeiramente modificada por Dewanto
et al. (2002). Sendo o teor expresso em grama (g) de acido galico por grama (g) de
extrato, através da interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracdo construida com padrdes de 4cido gélico. Todas as analises foram realizadas
em temperatura ambiente e triplicata.

Teor de flavonoides totais

A determinagdo do teor de flavonoides totais presentes no EHFPC foi realizada
através do método de espectroscopia na regido do visivel seguindo a metodologia
adaptada por Arvouet-Grand et al. (1994). Os valores foram expressos em grama (g) de
quercetina por grama (g) de extrato, através da interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de quercetina. Todas
as andlises foram realizadas em temperatura ambiente e triplicata.

Captura do radical livre DPPH

A determinagdo do potencial antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi
realizada através do método de espectroscopia na regido do visivel utilizando a
metodologia descrita por Rufino ef al., (2007). O valor encontrado foi considerado
como a capacidade em gramas (g) de o extrato capturar gramas (g) do radical livre de
DPPH, a partir das absorbancias obtidas e através da interpola¢do entre a curva de
DPPH e a solugdo do extrato.

Meétodo de reducdo de ferro

A determinagdo da atividade antioxidante ocorre pela redugdo de ferro (FRAP)
através do método de espectroscopia na regido do visivel, utilizando a metodologia
descrita por Rufino et al. (2006). 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 e através da interpolagdo entre a curva de sulfato ferroso e a
solucao do extrato.

Avaliagdo da toxicidade aguda e determinacdo da dose letal média (DL s)

A investigacdo da toxicidade aguda de Passiflora cincinnata Mast. seguiu as
diretrizes da OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) para
o teste de classe de dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method — OECD 425 - 2008)
e as diretrizes da Portaria 116/96 do Ministério da Saude, para avaliagdo da toxicidade
aguda oral de substancias quimicas e estudos de toxicidade de dose Unica de novas
drogas, além de se enquadrar nas exigéncias da RDC 17, de 24 de fevereiro 2000 da
ANVISA/MS.

Para determinar a classe de dose toxica aguda, grupos de cinco animais foram
tratados com o EHFPC a cada dose, sendo a classe definida como a menor dose que, na
sequencia considerada, induz a morte. Portanto, o extrato foi administrado na sequencia
da dose menor para a maior. O fator de progressao da dose deve ser de 3,2, quando ndo
existe qualquer informacao sobre a inclina¢ao da curva dose-resposta da substancia a ser
testada. Utilizando-se o fator de progressao padrdo, as doses foram selecionadas a partir
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da sequéncia de: 19, 61, 195, 625 e 2000 mg/kg. Excepcionalmente, e somente quando
justificado por regulagdo especifica, o uso de dose superior a 5000 mg/kg deve ser
considerada. O EHFPC foi administrado por via oral (gavagem através de canula
apropriada). O volume administrado ndo excedeu 1 mL/100 g de peso corporal e, para
manter o volume constante, ajustou- se as concentragdes da solucdo de acordo com o
valor da dose e peso dos animais.

Os animais foram observados em intervalos regulares apds a administragdo da
droga (30 minutos, uma, duas, quatro e 24 horas) e, a partir de entdo, diariamente, até o
décimo quarto dia. Todos os sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento,
intensidade, dura¢do e progressdo dos mesmos foram registrados. Observacdes
comportamentais sistematicas através do screening hipocratico (atividade geral, frénito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto cauda, contor¢ao, posi¢cao do
trem posterior, reflexo de endireitamento, tonus do corpo, for¢a para agarrar, ataxia,
reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, straub, hipnose, anestesia,
lacrimagdo, ptose, mic¢do, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiragdo, cianose,
hiperemia e morte) também foram realizadas. As intensidades dos eventos foram
tabuladas de zero a quatro, correspondendo, respectivamente a: ausente, raro, pouco,
moderado ou intenso. As alteracdes 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 estdo baseadas no
modelo proposto por Malone (1977).

Os pesos corporais € o consumo de ragdo foram avaliados durante os 14 dias. Ao
final do periodo de teste, apds anestesia dos animais, foi realizada coleta de sangue (via
infraorbital), para anélise bioquimica dos seguintes parametros: hemograma, contagem
de plaquetas, glicose, colesterol, triglicerideos, AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanina aminotransferase), fosfatase alcalina, ureia e creatinina. Apds sacrificio, 6rgaos
(cérebro, coragdo, pulmdes, figado, bago e rins), foram pesados e analisados
macroscopicamente. Foi notificado também, o nimero de dbitos para a determinagdo da
DL,

Avaliagdo Farmacologica

O estudo de dose-resposta antitlcera foi realizado utilizando-se as doses de 50,
100 e 200 mg/kg do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.,
sempre diluidas em 4gua destilada, constituindo as solug¢des a serem administradas por
via oral ou intraperitoneal aos animais. Os animais dos grupos controle positivo e
negativo receberam, respectivamente, solucdo de omeprazol na concentracdo de 30
mg/kg (granulos macerados e diluidos em &gua destilada) e solugdo salina na
concentra¢do de 0,9%.

Lesdo gastrica induzida por etanol absoluto (Robert et al., 1979 apud Lapa, 2008).

Os animais foram tratados com solugdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.o.),
omeprazol (30 mg/kg, v.o.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Apés uma hora dos
tratamentos, os animais receberam a administragao de etanol,ps (0,2 mL/animal v. 0.).
Decorrido uma hora da inducdo, os animais foram anestesiados e sacrificados, os
estomagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina a 0,9%
e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de
acordo com os grupos, com posterior analise através do “software” (Image J), sendo a
area lesionada expressa em porcentagem em relacdo a area total do corpo gastrico.
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Lesdo gastrica induzida por etanol acidificado (Mizui, 1987 apud Lapa, 2008).

Os animais foram tratados com solu¢do salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.o.),
omeprazol (30 mg/kg, v.0.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.). Ap6és lh dos
tratamentos, os animais receberam a administragdo de etanol .4 (0,2 mL/animal, de
uma solucdo 0,3 M de HCI em etanol 60%, v.0.). Apos uma hora da indu¢ao, os animais
foram anestesiados e sacrificados, os estomagos retirados e abertos ao longo da grande
curvatura, lavados com salina a 0,9% e comprimidos entre duas ladminas. As imagens
foram escaneadas e digitalizadas de acordo com os grupos, com posterior andlise
através do “software” (Image J), sendo a area lesionada expressa em porcentagem em
relacdo a area total do corpo gastrico.

Lesdo gastrica induzida por indometacina (Djahanguiri, 1969 apud Lapa, 2008).

Os animais receberam os tratamentos, de acordo com seus grupos, solucao salina
(0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.) ou EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg,
v.0.). Ap6és uma hora do pré-tratamento foi realizado a indug¢do das lesdes por
administracdo de indometacina (10 mg/kg, v.0.). Decorridas trés horas da administragao
do agente indutor, foi realizada a repeticdo dos pré-tratamentos. Depois de seis horas da
administracdo da indometacina, os animais foram anestesiados e sacrificados, os
estomagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, lavados com salina a 0,9%
e comprimidos entre duas laminas. As imagens foram escaneadas e digitalizadas de
acordo com os grupos, sendo a area lesionada quantificada e qualificada a partir de
scores previamente estabelecidos pela metodologia descrita por Zinkievich et al., 2010,
como mostra a tabela 1.

Tabela 1: Determinag8o da rea lesionada através do sistema de scores.

Pontuacio Tipo de lesao
0 Ausente
1 Leves edemas
2 Edema e hemorragia
3 1-2 Ulceras pontuais
4 1-2 Ulceras extensas
5 Viérias Ulceras pontuais
6 Ulceras extensas e visiveis em toda mucosa

Fonte: Adaptado por Zinkievich et al., 2010.

Teste de barreira fisica

Os animais foram tratados com solucdo salina (0,9%, 0,1 mL/10 g, v.0.) e o
EHFPC (50, mg/kg, v.o./v.ip). Ap6s 1h dos tratamentos, os animais do grupo (v.0)
receberam a administracdo do etanol acidificado (0,2 mL/animal v.0.) € o grupo (v.ip.)
apos 30 minutos. Decorrido uma hora da inducdo de acordo com seus respectivos
tempos, os animais foram anestesiados e sacrificados, os estomagos retirados e abertos
ao longo da curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas laminas. As
imagens foram escaneadas e digitalizadas de acordo com os grupos, com posterior
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analise através do “software” (Image J), sendo a darea lesionada expressa em
percentagem em relagdo a area total do corpo géstrico.

Expressdo dos dados e andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM),
avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via e os testes de multipla
comparagdo de Newman Keuls, Bonferroni e Tukey (quando necessario), sendo os
calculos realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism, de acordo com os
valores obtidos nos testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo do teor de fendis totais foi determinada a partir da interpolagdo
da absorbancia da amostra contra a curva de calibragdo construida a partir de padrdes de
acido galico, sendo expressos em g de EAG (equivalentes de acido gélico) por g de
extrato. A concentragdo do EHFPC foi de 272,13 mg de extrato/ g de equivalente de
acido galico, sendo a equacdo da curva de calibragdo do acido galico C = 0,0144A +
0,2937, onde C ¢ a concentragdo do acido galico, A ¢ a absorbancia a 760 nm e o
coeficiente de correlagio R* = 0.9901.

O teor de flavonoides totais foi determinado a partir da interpolacdo da
absorbancia da amostra contra a curva de calibragdo construida a partir de padrdes de
quercetina, sendo expressos em g de EQ (equivalentes de quercetina) por g de extrato. O
contetdo de flavonoides presentes na amostra do extrato hidroalcodlico de Passiflora
cincinnata Mast. foi de 67,40 mg/g de quercetina, sendo a equacdo da curva de
calibragdo de quercetina C = 0,0207A + 0,0093, onde C ¢ a concentracdo de quercetina,
A ¢ a absorbancia a 415 nm e o coeficiente de correlagio R* = 0,9822.

Em seu estudo de determinacdo de compostos fitoquimicos de espécies silvestres
de Passiflora, Lessa (2011) realizou determinagdes fitoquimicas da polpa de Passiflora
cincinnata Mast. que evidenciou a presenca de [B-caroteno, pequena quantidade de
antocianinas (compostos fitoquimicos importantes na prevencdo de doengas
degenerativas relacionadas as reagdes oxidativas) e o teor de compostos fendlicos,
quantificando que a polpa apresenta 0,210 g de acido galico, resultado que corrobora
com o determinado através deste estudo para as folhas (0,272 g de 4cido galico).
Constatando, assim, que os alimentos derivados de frutas possuem diversas substancias
fenolicas que em sua maioria apresentam propriedades bioativas, sendo que os
flavondides, acidos fendlicos e polifendis representam as principais classes integrantes
do grupo dos compostos fendlicos. Na nossa determinagdo, os flavonoides representam
a maioria dos compostos fenolicos presentes nas folhas de Passiflora cincinnata.

A determinagdo da atividade antioxidante, quando avaliada através do método de
captura do radical livie DPPH, demonstrou a necessidade de 0,022 g de extrato para
capturar grama (g) de DPPH, estando esse valor associado a quantidade de DPPH
restante e ao grau de descoloracdo. Quando estimada pelo método que avalia a
capacidade de uma amostra reduzir o teor de ferro (FRAP), o EHFPC utilizou 0,023g de
extrato para reduzir grama (g) de sulfato ferroso. Os métodos apresentaram correlagdo
significativa, demonstrando uma efetiva atividade antioxidante do EHFPC, mesmo
seguindo metodologias diferentes.

A atividade antioxidante do EHFPC pode estar relacionada a sua composi¢ao
fitoquimica, pela presenga de metabdlitos secunddrios que reconhecidamente
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apresentam atividade antioxidante, tais como taninos e flavonoides, que podem atuar
sequestrando ou mesmo inibindo a atuag¢do dos radicais livres quando submetidos a
analises in vitro, sugerindo a possibilidade de diferentes mecanismos responsaveis por
esta potencialidade (Martins, 2013). A observacdo de uma relacdo linear entre a
atividade antioxidante e o conteudo de fenois totais presentes na amostra, indica que os
compostos fendlicos sdo o0s principais componentes responsaveis pela capacidade
antioxidante verificada para o extrato (Rudnicki et al., 2007).

As investigacdes etnofarmacoldgicas de plantas com potencialidade antioxidante
costumam ser realizadas com espécies que exibem propriedades antitlcera e
antiinflamatodria. Estes distirbios tém em comum a geracdo de estresse oxidativo, entre
outros fatores, pela atividade aumentada de células fagocitarias nas areas lesionadas. A
atividade antioxidante de compostos vegetais em nivel gastrico tem atraido interesse,
em funcdo da forte evidéncia de que o processo oxidativo estd envolvido nos
mecanismos de diversas patologias que acometem o estdmago, incluindo a ulcerogénese
(Carvalho, 2004; Repetto & Llessuy, 2004; Jesus, 2009).

Adicionalmente, avaliamos a toxicidade aguda oral do extrato hidroalcoodlico das
folhas de Passiflora cincinnata Mast. e observamos que em todas as doses
administradas, apds duas e até as quatro primeiras horas de observagdo, os animais
apresentaram sonoléncia e diminuido reflexo exploratério no campo aberto (quando
comparados ao grupo controle, o qual foi administrado volume semelhante aos grupos
em teste, de solucdo salina a 0,9%). Tais observacdes indicam que o EHFPC apresenta
atividades de acdo central, tais como efeitos ansiolitico e hipnotico-sedativo (dados ndo
mostrados). Este resultado ¢ consistente com os dados obtidos em estudos com outras
espécies do género Passiflora, relatados no levantamento de atividades farmacoldgicas
deste género, realizado por Gosmann et al., (2011).

Durante os 14 dias de observagdo, nenhuma morte foi registrada e, ao final do
experimento, apds autopsia, mudancas significativas ou lesdes nas visceras dos animais
nao foram notificadas (dados ndo mostrados).

Quando considerados os parametros bioquimicos, hematoldgicos e sinais fisicos
gerais, o EHFPC nao apresentou toxicidade, quando em administrag@o unica oral (dados
ndo mostrados). Provensi (2007), constatou que a administragdo do extrato aquoso de
Fassiflora alata, em doses repetidas, na concentra¢do de 300 mg/kg, v. o., denota para
as mesmas analises, toxicidade leve.

Além destes parametros, acompanhou-se a evolu¢do do peso corporal dos
animais e seus Orgdos (cérebro, coracdo, pulmdes, bago, figado e rins), nos quais o
EHFPC ndo induziu mudangas significativas quando comparadas com o grupo controle.
Mudangas nestes parametros sdo indicadores de reagdes adversas, tal como a varia¢ao
do peso corporeo dos animais, que ndo deve oscilar em mais do que 10% do seu peso no
inicio do experimento. O consumo de racdo também foi avaliado, ndo sofrendo
alteracdo ap6s administracdo do EHFPC e durante os 14 dias de observagao (dados nao
mostrados). Este também ¢ um importante pardmetro no estudo da seguranca de um
produto com propdsitos terapéuticos (Raza et al., 2002; Teo et al., 2002; Iversen et al.,
2003; Mota et al., 2008).

A fisiopatologia da tlcera gastrica tem sido explicada pelo desequilibrio entre os
fatores agressivos (4cido cloridrico, etanol, Helicobacter pylori, drogas esteroidais e
ndo-esteroidais, dentre outros) e protetores (secrecdo de muco, fluxo sanguineo,
regeneracdo celular, prostaglandinas e fatores de crescimento epidérmico) do estomago.
As espécies reativas de oxigénio, principalmente os radicais hidroxila, desempenham
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um papel importante na indug¢@o dos danos oxidativos das mucosas em todos os tipos de
ulceras (Lima et al.,2006; Das et al, 1997; Eswaran et al., 2010; Mota et al., 2008).

A Ttlcera péptica tem o seu tratamento medicamentoso conduzido através da
inibicdo da secre¢do acida gastrica pelos antagonistas H,, inibidores da bomba de
prétons (tais como o omeprazol) e antimuscarinicos, bem como pelo tratamento acido-
independente, através do uso de sucralfato e bismuto (Andrade et al., 2007).

A atividade antiulcerogénica do EHFPC foi avaliada através da administragao
oral de etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina, que avaliam a capacidade
que estas drogas tém de proteger a mucosa géstrica, tornando estas técnicas adequadas a
investigagdo de produtos naturais com atividade antitilcera (Mota et al., 2008).

Nas lesdes causadas por etanol absoluto, o EHFPC apresentou percentual de
inibi¢do na ordem de 65,11%, 29,19% e 19,50%, respectivamente nas concentragdes de
50, 100 e 200 mg/kg, enquanto o grupo tratado com omeprazol, na concentragdo de 30
mg/kg, apresentou como percentual de inibicdo, 45,12%, existindo, portanto, diferenga
de aproximadamente 20% (19,99%) entre a dose preconizada para o farmaco de escolha
indicado no tratamento das tulceras pépticas (omeprazol) e a dose de 50 mg/kg do
EHFPC (Figura 1 / Tabela 2). Estes dados sugerem que os compostos com atividade
antioxidante presentes na espécie em estudo podem atuar neste modelo experimental,
produzindo efeitos antiulcerogénicos.

O etanol ¢ metabolizado pelo corpo e libera radicais livres (&nion superdxido e
hidroperéxido). Tem-se discutido que radicais livres estdo envolvidos nos mecanismos
de ulceracdo aguda e cronica na mucosa gastrica. Além disso, distirbios na secre¢do
gastrica, alteragdes na permeabilidade, diminui¢do do muco e producdo de radicais
livres sdo observados apds a administragdo de etanol. (Pihan ef al., 1987; Salim, 1990;
Andrade et al., 2007).

A solubilizacdo dos constituintes do muco no estdmago, induzida pela presenca
de etanol aumenta o fluxo de s6dio e potassio no limen, aumenta a liberagao de pepsina
e diminui os niveis de DNA, RNA e proteinas, deixando a mucosa desprotegida,
lesionando o tecido. O 4&cido cloridrico (HCl) aprofunda a necrose do tecido,
aumentando ainda mais a lesdo (Robert et al., 1979; Singh et al., 2010; Fernandes et al.,
2010). A presenca de acido cloridrico (HCI) na solugdo de etanol acelera o progresso da
ulcerogénese e aumenta a lesdo gastrica (Singh et al., 2008).

A administragdo oral de solucdo de etanol acidificado por HCI ao grupo controle
produz claramente lesdes com caracteristicas hemorragicas, com grandes manchas
lineares de necrose ¢ edema da mucosa (Hiruma-Lima et al., 2009).

De acordo com os resultados, o EHFPC (50, 100 e 200 mg/kg, v. o.) reduziu
significativamente a lesdo na mucosa gastrica, quando comparada ao grupo que foi
administrado solu¢do salina a 0,9%, apresentando valores percentuais de area lesionada,
respectivamente de: 17,41 + 1,34; 11,56 = 1,50; 18,91 = 1,17 ¢ 27,14 £ 1,57. O EHFPC
promoveu maior protecdo na dose de 100 mg/kg quando comparada ao grupo salina
0,9% (11,56 £ 1,50 EHFPC vs. 27,14 £+ 1,57 Salina 0,9%), com o percentual de inibi¢ao
do EHFPC 100 mg/kg correspondendo a 57,40%. O controle positivo (omeprazol)
demonstrou diferenca significativa quando comparado ao EHFPC 100 mg/kg (17,70 +
1,19 Omeprazol vs. 11,56 = 1,50 EHFPC 100 mg/kg), com percentual de inibi¢do no
valor de 34,78% (Figura 2 / Tabela 3).

Os resultados demonstram a atividade do EHFPC, especialmente na
concentragdo de 100 mg/kg, tanto quando comparado ao controle positivo (omeprazol),
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quanto ao controle negativo (salina 0,9%), sugerindo a presenca de atividade
gastroprotetora do extrato.

Figura 1: Efeito da administracio oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os mesmos foram tratados com
salina (0,9%, 0,1 mL/10 g; v. 0.) e EHFPC (50, 100, 200 mg/kg, v. 0.) ou omeprazol (30
mg/Kg, v.0.). Ap6és uma hora dos tratamentos, os animais receberam o agente indutor:
etanol 45 (0,2 mL/v.0.). Apds uma hora, os animais foram anestesiados, sacrificados e as
imagens dos estdmagos foram submetidas a analise no programa /mageJ. Cada grupo
representa a média de seis animais. Os resultados foram apresentados como média +
erro padrao da média (EPM), avaliados pela anélise de variancia (ANOVA). 1: p <0,05;
2:p<0,01 e3:p<0,001. a: grupo salina 0,9%; d: grupo EHFPC 100; e: grupo EHFPC
200.

Tabela 2: Efeito do EHFPC no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto
expresso em média =+ erro padrdo e percentuais de inibigao.

Grupo % de area lesionada % de inibi¢cao
Controle (salina 0,9%) 16,51 £1,90 -

Omeprazol 30 mg/Kg 9,06 £ 0,98 (az) 45,12%

50 mg/Kg 5,76 £ 0,57 (as/d,/e,) 65,11%

100 mg/Kg 11,69 + 0,86 29,19%

200 mg/Kg 13,29 + 0,98 19,50%

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM), avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) onde ' p<0,05, *p < 0,01 ¢ *p < 0,001. a: grupo salina 0,9%; d: grupo EHFPC 100 ;
e: grupo EHFPC 200.
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Figura 2: Efeito da administracio oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol acidificado em camundongos. Os mesmos foram tratados com
salina (0,9%, 0,1 mL/10 g; v. 0.) e EHFPC (50, 100, 200 mg/Kg, v. 0.) ou omeprazol
(30 mg/Kg, v.0.). Apoés uma hora dos tratamentos, os animais receberam o agente
indutor: etanol ,iq. (0,2 mL/animal, de uma solucao 0,3 M de HCI em etanol 60%, v. 0.).
Apb6s uma hora, os animais foram anestesiados, sacrificados e as imagens dos
estomagos foram submetidas a analise no programa [/mageJ. Cada grupo representa a
média de seis animais. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM), avaliados pela analise de variancia (ANOVA). 1: p <0,05; 2: p < 0,01 e
3: p < 0,001. a: grupo salina 0,9%; b: grupo omeprazol 30; c: grupo EHFPC 50; e:
grupo EHFPC 200.

Tabela 3: Efeito do EHFPC no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol acidificado
expresso em média =+ erro padrdo e percentuais de inibigao.

Grupo % de area lesionada % de inibicdo
Controle (salina 0,9%) 27,14 + 1,57 -
Omeprazol 30 mg/Kg 17,70 + 1,19 (a3) 34,79%

50 mg/Kg 17,41 + 1,34 (a3) 35,85%
100 mg/Kg 11,56 + 1,50 (as/by/ci/e,) 57,40%
200 mg/Kg 18,91 + 1,17 (ap) 30,32%

Os resultados foram apresentados como média =+ erro padrdo da média (EPM), avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) onde ' p < 0,05, *p < 0,01 e *p < 0,001. a: grupo salina 0,9%; b: grupo omeprazol
30; c: grupo EHFPC 50; e: grupo EHFPC 200.
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Antiinflamatorios ndo estenoidais (AINES), tais como a indometacina, possuem a
habilidade de causar ulceracdo gastroduodenal, pela capacidade destes agentes
suprimirem a sintese de prostaglandinas que, no estomago, desempenham um papel
protetor, estimulando a secrecdo de muco e bicarbonato, mantendo o fluxo sanguineo,
regulando a renovagdo celular e o reparo da mucosa. Portanto, a inibi¢do as sinetese de
prostaglandinas pelos AINES culmina com o aumento as susceptibilidade da mucosa a
danos e, consequentemente, ulceracdo gastroduodenal (Wallace, 2001; Hayllar &
Bjarnason, 1995; Barros et al., 2008).

Neste protocolo, em que as ulceras gastricas sdo induzidas pela indometacina, o
grupo controle positivo (omeprazol) alcancou a pontuacdo de 4,77 + 0,90 scores,
correspondendo a um percentual de inibi¢do de 51,17%. O EHFPC apresentou o seu
melhor resultado na concentracdo de 100 mg/kg, obtendo scores no valor de 6,00 + 0,44
e percentual de inibicdo em 38,58% (Figura 3 / Tabela 4). Portanto, o EHFPC ndo se
mostrou capaz de proteger tdo eficazmente a mucosa gastrica das lesdes ulcerativas
quanto o omeprazol, mas mostra significancia quando comparada ao grupo controle
negativo (salina 0,9%), que obteve pontuacao de 9,77 + 0,87 scores.

Barros (2008) explica que a atuagdo de acidos fendlicos pode promover uma
reducdo significativa nos danos a mucosa gastrica, sugerindo o possivel envolvimento
de prostaglandinas e/ou muco no efeito antiulcerogénico do extrato.

Na andlise do teste de barreira, os grupos 50 mg/kg, v.o. e 50 mg/kg v.ip.,
obtiveram as seguintes porcentagens de protecao: 30,70% e 47,40%, respectivamente,
quando comparados ao grupo tratado apenas com salina 0,9%. O EHFPC, nas diferentes
vias de administragdo, apresentou diferenga estatistica significativa quando comparado
ao grupo salina (Figura 4 / Tabela 5). Houve diferenca significativa entre as vias de
administracdo, onde o grupo tratado com administragdo pela via intraperitoneal exerceu
melhor atividade gastroprotetora, confirmando que o EHFPC ndo tem a sua atividade
estabelecida sobre a pressuposta protecdo gastrica através de barreira fisica.
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Figura 3: Efeito da administracio oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas
induzidas por indometacina em camundongos. Os mesmos foram pré-tratados com
salina (0,9%, 0,ImL/10g, v.0.) e EHFPC (50, 100, 200 mg/Kg, v.0.) ou omeprazol
(30mg/Kg, v.0.). Ap6és uma hora dos tratamentos, os animais receberam o agente
indutor: indometacina (10 mg/Kg, v.0).Apds trés horas da administra¢do do indutor, os
animas recebem um poés-tratamento. Apds seis horas da administragao do agente indutor
os animais foram anestesiados, sacrificados e as imagens dos estdmagos foram
submetidas a analise no programa /mageJ. Cada grupo representa a média de seis
animais. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM),
avaliados pela andlise de variancia (ANOVA). 2: p < 0,01 e 3: p <0,001. a: grupo salina
0,9%; c: grupo EHFPC 50.

Tabela 4: Efeito do EHFPC no modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina
expresso em média =+ erro padrdo e percentuais de inibigao.

Grupo Pontuacio % de inibicdo
Controle (salina 0,9%) 9,77 + 0,87 -
Omeprazol 30 mg/Kg 4,77 + 0,90 (a3) 51,17%

50 mg/Kg 8,44 + 0,37 (by) 13,68 %
100 mg/Kg 6,00 + 0,44 (ay) 38,58 %
200 mg/Kg 7,11 +£0,51 27,22 %

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM), avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) onde *p < 0,01 e’ p <0,001. a: grupo salina 0,9%; c: grupo EHFPC 50.
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EHFPC

Figura 4: Efeito do teste de barreira, ao avaliar a administracio intraperitoneal
em relacio a oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
acidificado em camundongos. Os animais foram tratados com salina (0,9%, 0,1 mL/10
g; v.o. ¢ v.ip.) e EHFPC (50 mg/kg, v.o. e v.ip.). Apds uma hora dos tratamentos, os
animais do grupo via oral receberam o agente indutor: etanol 44.(0,2 mL/animal, de
uma soluc¢ao 0,3 M de HCI em etanol 60%, v.0.) e o grupo via intraperitoneal apos meia
hora. Apds uma hora da indugao dos respectivos grupos, os animais foram anestesiados,
sacrificados e as imagens dos estdmagos foram submetidas a analise no programa
ImageJ. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM),
avaliados pela analise de varidncia (ANOVA).

Tabela 5: Efeito do teste de barreira fisica, ao avaliar administragdo intraperitoneal em
relacdo a oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado,
expresso em média =+ erro padrdo e percentuais de inibigao.

Grupo % de area lesionada % de inibicao
Controle (salina 0,9%) 26,41 + 1,09 -
50 mg /kg/v.o. 18,30 + 0,88 (a3) 30,70%
50 mg /kg/v.ip. 13,89 £ 0,73(az/by) 47,40%

Os resultados foram apresentados como média =+ erro padrdo da média (EPM), avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) onde *p < 0,01 e’ p < 0,001. a: grupo salina 0,9%; b: grupo EHFPC 50mg/kg, v.o.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que o extrato hidroalcoolico das folhas de
Passiflora cincinnata Mast. apresenta atividade gastroprotetora contra os danos
induzidos por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina, possivelmente
intermediada pelos compostos fendlicos e potencial antioxidante presentes na espécie. O
teste de barreira fisica confirma a atividade sistémica do extrato. Entretanto, estudos
mais especificos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nesta
atividade. Passiflora cincinnata Mast. ndo demonstrou toxicidade aos animais tratados
oralmente com as doses testadas, garantindo assim a seguranga para a pesquisa da
atividade antiulcerogénica.
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Anexo A - Imagens do efeito da administracdo oral do EHFPC sobre as lesdes gastricas
induzidas por diferentes agentes indutores.

Etanol Absoluto

Salina 0,9% Omeprazol EHFPC 50mg/kg EHFPC 100mg/kg EHFPC 200mg/kg
Etanol Acidificado

Salina 0,9% Omeprazol EHFPC 50mg/kg EHFPC 100mg/kg EHFPC 200mg/kg
Indometacina
Salina 0,9% Omeprazol EHFPC 50mg/kg  EHFPC 100mg/kg  EHFPC 200mg/kg

Teste de Barreira Fisica

Salina 0,9% EHFPC 50mg/kg, v.o. EHFPC 50mg/kg, v.ip.
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Anexo B— Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais.

3

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA - CAMPUS CARIRI
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

ANALISE de PROJETO
N° de protocolo 10/2012

Nome do projeto |Avaliagdo do Perfil Quimico, Toxicoldgico e Farmacoldgico do Extrato
Hidroalcodlico das Folhas de Passiflora cincinnata MAST

Pesquisador Responsdvel ” ‘ Ana Luiza de Albuquergue Siebra
Situagdo ‘% Aprovado ﬁ X Reprovado u ” Pendente
Data da primeira andlise ” “ ” Data do parecer final u 15 ” 03 u 201
PARECER

Na qualidade de Relator, designado para exarar parecer pela Comissdo de Et:
no Uso de Animais do Curso de Medicina da Universidade Federal do Ceard no Carir
CEUA/UFC/CARIRTI, ratifico a manifestacdo, que conclui na APROVACAO, do proje
acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos

Observacdo: O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatério final da pesquisa & CEU

Barbalha - CE, 15 de margo de 20

e
FI’%ICI'SCO Mau;{icio Teles Freire
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA
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Capitulo 2

CLAE e avaliacao da atividade cicatrizante do extrato
hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.

Este capitulo estd formatado para publicacdo na revista Phytotherapy Research
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RESUMO

4

Passiflora cincinnata Mast ¢ utilizada tradicionalmente na medicina popular
brasileira, especialmente na regiio Nordeste. O presente estudo investigou o teor
de acidos fenoélicos e flavonoides através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.
(EHFPC), obtido pela maceracao das folhas secas em solucio hidroalcoolica 1:1. A
atividade cicatrizante de lesoes cutineas induzidas no dorso de camundongos foi
avaliada através da mensuracido da velocidade de fechamento das feridas (VFf) e
do percentual de contracdo (%C) das mesmas. Através de CLAE identificou-se a
quercetina, dentre outros, como sendo o componente majoritario do EHFPC. A
VFf mostrou-se maior no grupo tratado com EHFPC, quando comparado aos
grupos controles (Natrosol e Dexametasona). O %C foi maior no grupo tratado
com EHFPC, com 99,54% e os controles demonstraram perfis semelhantes, com
75,22% e 74,70%, respectivamente. O presente estudo concluiu que o EHFPC
apresenta atividade cicatrizante, provavelmente induzida por sua composicio
quimica que confere a espécie propriedades antioxidante, antinflamatoria e
cicatrizante.

Keywords: Passiflora cincinnata Mast, atividade cicatrizante, dexametasona, CLAE,
flavonoides, quercetina

INTRODUCAO
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A cicatrizacdo de feridas ¢ um processo complexo que envolve a organizagdo de
células, sinais quimicos e matriz extracelular, objetivando o reparo tecidual. Desta
forma, o tratamento de feridas busca o fechamento rapido da lesdo, de forma a se obter
cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria (Singer e Clark, 1999; Mendonca e
Coutinho-Netto, 2009). Constitui um conjunto dindmico de alteracdes teciduais
importantes na manutencdo da integridade do organismo, envolvendo inflamagao,
quimiotaxia, prolifera¢do celular, diferenciagcdo e remodelagdo, surgindo como resposta
tecidual as lesdes, sejam induzidas por traumatismo ou por procedimentos cirurgicos

(Carrico et al., 1984; Garros et al., 2006).

Mesmo com a predomindncia de substincias sintéticas no arsenal terapéutico
para o tratamento de feridas, nos ultimos anos tém-se verificado a retomada da
valorizagdo de praticas terapéuticas consideradas por muitos profissionais de satde
como populares ou ndo cientificas, inclusive a lenta reincorporagdo de plantas

medicinais como alternativa ou complemento terapéutico (Garros et al., 2006).

Durante séculos tem-se buscado nas plantas medicinais alternativas para o
tratamento de diversas doencas dermatoldgicas, principalmente aquelas que apresentam
processos cicatriciais de dificil resolucdo. (Raskin et al, 2002; Hsu, 2005; Parente ef al.,

2009).

As varias espécies de Passiflora, além dos seus valores exdticos € ornamentais,
podem vir a ser fontes uteis de novas moléculas que poderdo ser potentes fitofarmacos

no futuro (Dhawan et al., 2004).

A familia Passifloraceae ¢ composta por cerca de 19 géneros e 530 espécies,

com distribuigdo tropical e subtropical, especialmente na América e Africa. Desses
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géneros, quatro ocorrem no Brasil, com cerca de 130 espécies, que se destaca como o
maior produtor mundial de maracujd, sendo a regido Nordeste a principal produtora,
responsavel por 44% da produ¢do, com énfase para os estados da Bahia, Ceard e
Sergipe. As pesquisas com maracujazeiros estdo direcionadas as espécies cultivadas,
tais como Passiflora edulis. Entretanto, existem varias espécies silvestres de
maracujazeiros com potencial agrondmico que ndo tém recebido atengdo da pesquisa,
como por exemplo, Passiflora cincinnata Mast., espécie de ocorréncia espontanea na
regido semi-arida do Nordeste brasileiro (Bernacci, 2003a; Ferreira, 2005; Agrianual,

2006; Aratjo et al., 2008).

Conhecida popularmente como maracuja-do-mato, Passiflora cincinnata Mast. é
descrita como uma espécie nativa da caatinga, utilizada com fins nutricionais,
medicinais e ornamentais, sendo empregada também como fonte de genes em
programas de melhoramento genético (Bernacci et al, 2003b; Kill et al, 2010;
Zucarelli, 2007; Vanderplanck, 2000; Meletti et al, 2002; Lawinscky, 2010). Em
levantamento realizado por Agra et al., 2007, no Nordeste brasileiro, esta espécie tem
sido relatada pelos nativos, como indicada no tratamento de doengas venéreas e
hemorroidas. O infuso de toda a planta ¢ indicado no tratamento de inflamagdes e
insonias, (Agra, 1982), como sedativo, hipotensivo e antigripal (Emperaire, 1983).
Folhas e frutos sdo indicados contra hipertensdo, tosses, inflamag¢des e como calmante

(Agra, 1996; Nurit-Silva et al., 2002).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas medicinais
assume importancia fundamental no tratamento das patologias que afetam as
populagdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmissd@o dos habitos culturais e a disponibilidade da flora (Matos,

1989).
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Pesquisas a respeito da atuacdo farmacoldgica das plantas medicinais na
cicatrizacdo, em sua maioria, ndo especificam sobre quais fases desse processo a
atividade foi evidenciada (Krishnan, 2007; Parente et al., 2009). Desta forma, a analise
da cinética dos eventos bioldgicos envolvidos no processo de cicatrizagdo em resposta a
novas substancias farmacologicas ¢ importante para o desenvolvimento de produtos
terapéuticos eficientes, capazes de estimular a cicatrizagdo (Alborova et al., 2007,

Barreto et al, 2013).

A proposta deste trabalho fundamenta-se na avaliagdo do efeito do extrato
hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata Mast. na cicatrizacdo de feridas
cutaneas induzidas cirurgicamente em camundongos, além da determinacdo, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), dos constituintes majoritarios da
referida espécie, no sentido de investigar em qual fase do processo cicatricial exerce sua

acgao.

METODOLOGIA

Material botanico. Folhas da espécie Passiflora cincinnata Mast. foram coletadas no
municipio de Crato, Ceard, Brasil. O material vegetal foi identificado pela Sra. Ana
Morais Mendonga, e uma exsicata esta depositada no Herbario Caririense Dardano de
Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri - URCA, Crato, Cear4, Brasil, sob o

numero de tombo: HCDAL 8097.

Preparo do extrato. O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de
Farmacologia e Quimica Molecular — LFQM — URCA, onde foi selecionado de acordo
com o grau de sanidade visual (auséncia de danos mecanicos e manchas fungicas),

lavado e submetido a secagem natural até que o excesso de umidade fosse extraido, e o
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material pudesse ser manuseado. A seguir foi triturado, a fim de aumentar a sua
superficie de contato com o material solvente a ser utilizado no processo de maceragao.
A massa obtida foi submersa em uma solucdo hidroalcoodlica (1:1), por um periodo de
72 horas. O extrato foi filtrado e em seguida concentrado em evaporador rotativo e
banho-maria. Apds este processo, o extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora

cincinnata Mast. foi congelado e encaminhado ao processo de liofilizagao.

Anilise Cromatografica. A cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) foi a
técnica utilizada para a quantifica¢do dos acidos fenolicos galico, clorogénico, elagico e
cafeico, e dos flavonoides quercetina, quercitrina, rutina, campferol, catequina e
epicatequina, identificados diante da comparagdo entre o seu tempo de retencdo e do
espectro de absorcdo de UV, com o uso dos padrdes comerciais, seguindo a
metodologia de Laghari et al. (2011). Todas as operacdes cromatograficas foram

realizadas em temperatura ambiente e triplicata.

Animais. Foram utilizados 24 camundongos Swiss (Mus musculus), com massa
corpoérea entre 20-30 g, cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do
Norte (FMJ) e monitorados no Biotério da Faculdade de Medicina — UFC Cariri, em
conformidade com as normas e procedimentos em biosseguranca aplicada para
biotérios. Os animais foram mantidos, em dupla, em gaiolas de polipropileno com
tampa de aco inox, forradas com maravalha irradiada, que foi trocada trés vezes por
semana. A temperatura ambiente foi mantida em torno de 23 + 2 °C. O fotoperiodo foi
controlado para prover luz durante 12 horas diarias (6:00 as 18:00 horas). Tiveram livre
acesso a agua potavel e ragdo especifica para roedores (Labina, Purina®). Todos os
procedimentos seguiram as normas de utilizagdo de animais, sendo a pesquisa aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceard —

Campus Cariri, protocolado sob o nimero: 10/2012.
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Delineamento experimental. Apds periodo de adaptacdo, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em gaiolas coletivas (dois animais/gaiola), e divididos em
trés grupos: Grupo Natrosol, em que as lesdes nos animais foram tratadas topicamente
com gel de Natrosol; Grupo EHFPC 10%, onde as lesdes foram tratadas topicamente
com gel do extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast., na
concentracdo de 100 mg/g e o Grupo Dexametasona, no qual as lesdes foram tratadas
topicamente com gel a base de Dexametasona, na mesma concentragdo do grupo
EHFPC.

Procedimento cirurgico. Para todos os procedimentos dolorosos e/ou situagdes de
estresse, foi administrada anestesia dissociativa utilizando cloridrato de xilazina (10
mg/kg) e cloridrato de quetamina (60 mg/kg), por via intramuscular. Apos a contengao
dos animais em decubito ventral sobre maca cirtrgica, realizou-se a tricotomia da regido
dorsolombar e antissepsia com solugdo de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI), seguida de
demarcacao e incisdo da area da ferida, com punch de bidpsia estéril de seis milimetros
com lamina cortante na borda, que se estendeu até a fascia muscular. Os tratamentos
foram aplicados imediatamente apds o procedimento cirirgico, uma vez ao dia, com
auxilio de hastes plasticas estéreis.

Tratamento das feridas. As feridas foram tratadas diariamente, uma vez ao dia,
durante 15 dias. A cada nova reposi¢ao do tratamento, as lesdes foram lavadas com
solugdo fisioldgica a 0,9% para a remocao de crostas e residuos do gel. A cada trés dias,
as lesdes cutaneas foram observadas quanto a presenga de hiperemia, edema,
sangramento, exsudato e quanto ao tipo de tecido formado. Apods anestesia e contengao
dos animais, foi realizado debridamento das éareas lesionadas e assepsia com solugdo
fisioldgica a 0,9% e gaze estéreis, para que as areas das feridas fossem registradas

fotograficamente, nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 pods-cirtrgico. Em seguida, incisdes
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abrangendo a area da lesdo e a pele integra, de dois milimetros, foram realizadas em
dois animais de cada grupo, a cada dia de andlise, e encaminhadas para analise
histopatologica. Apods tratamento, os animais seguiram para recuperacdo em suas
respectivas gaiolas, devidamente higienizadas.
Formulac¢io do gel de EHFPC a 10% (100 mg/g), para uso topico na atividade
cicatrizante. Gel de natrosol: Dissolveu-se o nipagim - nome comercial de
metilparabeno - em 4gua aquecida a 70°C, e aos poucos foi adicionando o natrosol —
hidroxietilcelulose - sob agitacdo lenta e constante, até a dissolugdo completa. Logo
apos esse processo, o material foi resfriado a 40°C, intercalando com um repouso e
adicionando o Germall - Imidazolidinil. Ao final do preparo, o gel apresentou as
seguintes caracteristicas: gel transparente, incolor ou levemente amarelado, com pH
variando entre 5 e 6. Gel de EHFPC a 10% : O extrato foi diluido em agua, e a este foi
incorporado o gel de natrosol, aos poucos, através de uma homogeneizagao
sincronizada, a fim de se obter a concentragdo final de 100mg/g.
Percentual de Contragdo da ferida (%C). As feridas de cada animal foram
fotografadas digitalmente a uma distancia fixa de 40 cm (Nikon D90 SLR Digital com
lente Nikon 18-105 mm VR) a 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias apds a inducdo do ferimento. As
fotografias digitais das feridas cutineas foram transferidas para um computador e
convertidas para o formato de arquivo Joint Photographic Experts Group File Format
(JPEG). Estas imagens foram processadas e utilizadas para medir a area da ferida
utilizando o Sofiware Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). A area média das feridas
foi expressa como uma porcentagem da 4rea inicial (dia 0), utilizando a equagao:

%C =100 * (AdO - Ada) / AdO

onde, AdO = area da ferida no dia 0 e Ada = area da ferida no dia da analise.
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Mensuracio da velocidade de cicatrizacado de feridas cutineas (VCFc). A
velocidade de cicatrizagdo de feridas cutaneas foi calculada usando a equagao:
VCFc¢ = %C / dac

onde, dac ¢ o dia de andlise da cicatrizagdo da ferida e %C ¢é o percentual de
cicatrizagio da ferida. A VCFc foi expressa em cm”/dia.

Analise estatistica. Os resultados da atividade cicatrizante estdo expressos como média
+ erro padrao da média (EPM). A avaliagdo estatistica dos dados foi realizada usando a
analise de variancia (ANOVA) de uma via e o teste de multipla comparacdo de

Newman Keuls.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo de compostos através do emprego da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada por integra¢do dos picos utilizando o
método do padrdo externo, a 257 nm para o acido galico, 280 nm para a catequina e
epicatequina, 325 nm para os 4cidos clorogénico, eldgico e caféico, e 365 para a
quercetina, quercitrina, campferol e rutina. Os picos foram confirmados por
cromatografia comparando o seu tempo de retengdo com os de padrdes de referéncia e
pelos espectros de DAD (200 a 600 nm). Curva de calibragdo para o acido galico: Y =
12540x + 1198,5 (r = 0,9997); 4cido clorogénico: Y = 13057x + 1356,1 (r = 0,9999),
acido cafeico: Y = 12965x + 1288.,4 (r = 0,9991), acido elagico: Y = 15173x + 1185,5 (r
= 0,9994); catequina: Y = 13542x + 1267,3 (r = 0,9996), epicatequina: Y = 14258x +
1529,7 (r = 0,9991); rutina: Y = 14756x + 1198,7 (r = 0,9993), a quercetina: Y =
15071x + 1241,6 (r = 0,9985); quercitrina: Y = 11691x + 1353,0 (r = 0,9989) ¢ o

campferol: Y = 13077x + 1241,9 (r = 0,9998).
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Os valores estdo representados em porcentagens, sendo a quercetina (pico 9) o
componente majoritdrio do EHFPC, seguido dos demais compostos, em ordem
decrescente: acido cafeico (pico 4), epicatequina (pico 6), acido clorogénico (pico 3),
rutina (pico 7), acido galico (pico 1), acido elagico (pico 5), quercetina (pico 8),

catequina (pico 2) e campferol (pico 10) (Figura 1, Tabela 1).

O flavonoide quercetina, componente majoritario do EHFPC, ¢ um antioxidante
geralmente encontrado nos alimentos na forma glicosilada. A natureza da glicosilagdo ¢é
conhecida por influenciar a eficiéncia de sua absor¢ao. A atividade antioxidante efetiva
deve-se as suas propriedades sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos
conferindo, assim, protecdo aos tecidos dos radicais livres e da peroxidagdo lipidica. A
atividade antioxidante ¢ direcionada sobre o radical hidroxil (eOH) e o anion
superoxido (O-®), que sdo espécies altamente reativas, e envolvidas na iniciagdo da
peroxidacgdo lipidica. Os flavonoides possuem, ainda, propriedades estabilizadoras da
membrana, o que pode afetar alguns processos do metabolismo intermediario. A
quercetina sequestra radicais de oxigénio (éOH e O;-e), inibe a xantina oxidase e a
peroxidagdo lipidica. O radical hidroxil e o anion superoxido estdo envolvidos no dano
tecidual por iniciarem a peroxidagdo lipidica e desrupgdo da matriz intersticial. E
conhecida também por suas propriedades quelante e estabilizadora do ferro (Crespy et
al., 1999; Kandaswami, 1994; Galati et al., 2002; Kahraman et al., 2003; Behling et al.,
2004).

Os flavonoides encontrados em Passiflora sdo do tipo C-glicosideos, que sdo
pigmentos polifendlicos abundantes em plantas, possuindo atividade biologica e
interesse  quimiotaxondmico, sendo também frequentemente utilizadas como
“marcadores” na analise de medicamentos fitoterapicos (Qimin et al., 1991; Bokstaller e

Schmidt, 1997; Pereira e Vilegas, 2000).
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Os flavonoides possuem vérios efeitos bioldgicos e farmacologicos, incluindo
atividade antibacteriana, antiviral, antinflamatéria, antialérgica e vasodilatadora.
Promovem a inibi¢do da peroxida¢do lipidica e reduzem o risco de doencas
cardiovasculares, efeitos estes relacionados a sua atividade antioxidante, caracterizada
pela capacidade de sequestrar radicais livres em organismos vivos. (Hollman e Katan,
1997; Hollman e Katan, 1999; Havsteen, 1983; Hollman et al., 1996; Cook ¢ Samman,
1996; Zeraik et al., 2010). Segundo Volpi e Bergonzini (2006), os flavonoides e os
acidos fendlicos também apresentam atividades antibacteriana, antiviral e antioxidante.

E importante destacar que a fracio flavonoidica esta sujeita a variagdes no seu
conteudo, influenciada, por exemplo, pela época da colheita do material vegetal, a parte
da planta que constitui a droga, o local do cultivo e a metodologia de analise empregada
(Pereira e Vilegas, 2000). Esta informagdo pode explicar, por exemplo, a grande
variedade de compostos fenolicos e flavonoidicos relatados no levantamento realizado
por Gosmann et al, (2011), que destaca a composicdo quimica e aspectos
farmacologicos de algumas espécies de Passiflora, relacionando-os com as atividades
antioxidante, antinflamatéria e cicatrizante confirmadas em diversos experimentos.
Neste estudo, a analise macroscopica do dorso dos camundongos tratados mostrou a
evolucdo do reparo tecidual do ferimento cutidneo, auséncia de hemorragia e secre¢ao
purulenta nos diferentes tratamentos (Natrosol, Dexametasona e EHFPC), e nos
diferentes tempos de observagdo (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias poés-operatorio). Durante o
processo de cicatrizagdo, houve exsudacao e formacgao de crostas a partir do terceiro dia
de tratamento até o ultimo dia, nos grupos tratados com Natrosol e Dexametasona. No
grupo tratado com EHFPC, crostas delicadas e exsudato apareceram discretamente no
inicio da observagdo e o processo de epitelizacdo evidenciou-se a partir do nono dia de

analise. Houve evolucdo para tecido de maturagdo e crescimento de pelos ao redor da
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incisdo em todos os animais (Figura 2). As avaliagdes clinicas didrias indicaram
adequada recuperacdo, com manutenc¢ao do estado geral, presenca de atividade fisica e
disposi¢do para a ingestdo de ragdo e d4gua, em ambos 0s grupos.

O processo de cicatrizagdo acontece naturalmente, até o restabelecimento da
homeostase do tecido lesionado, a menos que fatores de risco, tais como infecgdes e
reacdo inflamatoéria excessiva comprometam o processo de reparacdo (Lopes et al,
2005). A crosta ¢ considerada uma cobertura natural para proteger as feridas contra
bactérias e como auxilio na regeneragdo epitelial. Entretanto, t€ém-se notado que feridas
sem crosta cicatrizam mais rapidamente, uma vez que fluidos podem se acumular em
baixo destas e favorecer infecgdes. A crosta também pode interferir na cicatrizagao,
evitando o processo de contragdo da ferida (Novato ef al/, 2000). Na pratica, quando
uma ferida ¢ feita experimentalmente, independentemente da sua forma, as forcas
elasticas na pele adjacente irdo aumentar consideravelmente a area da lesdo, originando,
assim, a forma correspondente das linhas de tensao locais (Montandon et al., 1977 apud
Lopes et al., 2005).

A figura 3 ilustra a velocidade de fechamento das feridas (cm?/dia) em funcdo
do tempo (dias) das lesdes apos os diferentes tratamentos (Natrosol, Dexametasona e
EHFPC). Os dados indicam que a velocidade de fechamento ¢ crescente nos trés
primeiros dias para o grupo tratado com Natrosol e EHFPC. No grupo tratado com
Dexametasona, observa-se o aumento do tamanho da lesdo e, consequentemente, a
diminui¢do da velocidade de fechamento, que se torna mais evidente na observagdo da
lesdo ao sexto dia de tratamento. Ao 6° dia, o grupo tratado com EHFPC destaca-se
quando comparado aos demais, mostrando diferencas estatisticamente significantes,
inclusive no 9° e 12° dias de tratamento, evidenciando o potencial cicatrizante do

EHFPC. No 9°, 12° e até o 15° dias de observacdo, os grupos tratados com Natrosol e
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Dexametasona exibiram comportamentos (estatisticos) semelhantes, com a velocidade
de fechamento das feridas significantemente inferior ao grupo tratado com EHFC.

A comparagdo do percentual de contracdo das feridas mostrada na Tabela 2,
corrobora com os dados da velocidade de fechamento das feridas. E interessante
destacar as diferencas do percentual de contragdo no ultimo dia de observagdo, no qual
os grupos Natrosol e Dexametasona exibem percentuais semelhantes, de 75,22% e
74,70% respectivamente, ¢ o grupo tratado com EHFPC apresenta percentual de
contragao de 99,54%.

A recuperacdo da arquitetura e da funcionalidade do tecido lesionado envolve a
sobreposi¢do de processos complexos, tais como inflamagdo, contragdo da ferida,
angiogénese, deposi¢do de matriz e remodelacdo tecidual. Todos estes eventos sdo
integrados e ocorrem durante as fases inflamatoria, proliferativa e de remodelagdo no
processo de cicatrizacdo de feridas (Velnar et al., 2009).

Segundo McGrath e Simon (1983), a cicatrizacdo da ferida apresenta trés fases:
a primeira, denominada pré-exponencial e que dura em média dois dias, ¢ caracterizada
pelo aumento da area da ferida, como consequéncia da retragdo das margens cutineas.
Apos este periodo, a area comeca a regredir rapidamente e em seguida, mais lentamente,
constituindo a segunda fase, chamada exponencial. A ultima fase (pds-exponencial)
finaliza a contragdo e assim, a cicatrizacao da ferida.

A reacdo inflamatéria promove a exsudacdo de células leucocitarias que
fagocitam e destroem agentes lesivos, residuos tissulares e tecido necrdtico, sendo
necessaria para a boa resposta da reparagao tecidual (Mandelbaum et al., 2003). Embora
fundamental para a sinalizacdo ativa de células de reparo e de sintese proteica, a

concentragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio promove elevada atividade

88



inflamatoria. O processo de reposi¢cdo volémica produz radicais livres que levam danos
adicionais aos tecidos lesionados (Barbosa et al., 2007).

Os glicocorticoides, dentre eles a dexametasona, prejudicam o processo de
cicatrizagdo provavelmente pelo decréscimo da proliferagdo celular, da
neovasculariza¢do e da producdo de matriz extracelular. Relata-se também retardo no
afluxo de neutréfilos e fibroblastos. Atribui-se ainda aos corticosteroides a supressao da
fase inflamatoria da cicatrizacdo (Ehrlich, Hunt, 1968; Fissler et al., 1996; Pierce,
Mustoe, 1989; Leibovich, Ross, 1975 apud Tenius et al., 2007). Estas informagdes
justificam a diminui¢do da velocidade de fechamento das feridas observada no grupo
tratado com Dexametasona, especialmente nos primeiros dias de andlise,
correspondentes a fase inflamatéria do processo de cicatrizagao.

Por outro lado, o acimulo de liquido inflamatorio ¢ indesejavel, uma vez que
limita a capacidade das células reparadoras migrarem para o interior da ferida,
aumentando o risco de infeccdo. Uma reagdo inflamatoria exacerbada pode prejudicar o
processo de reparo por promover edema e quantidade excessiva de exsudato, que
favorecem a deiscéncia, o crescimento bacteriano e a inibicdo da proliferacdo de
fibroblastos e da deposi¢do de coldgeno (Cotran et al., 2009).

O tratamento foi realizado até o 14° dia de pds-operatorio pois, ao 15° dia de
observacao, as feridas do grupo tratado com EHFPC encontravam-se quase que em sua
totalidade cicatrizadas, com fechamento total dos bordos, a0 mesmo tempo em que as
lesdes dos grupos tratados com Natrosol e Dexametasona ainda necessitavam de tempo
para a resolucdo do processo cicatricial.

A diminuicdo da 4rea lesionada ocorre por mecanismo de contracdo e

movimento centripeto dos limites da ferida em direcdo ao centro, com o intuito de
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diminuir a area a ser recoberta pelo epitélio em proliferacdo, caracterizando a
cicatrizacdo por segunda intencao (Oliveira, 2008).

A maior velocidade de fechamento das feridas observada entre o 7° e o 14° dia
de pos-operatorio se justifica por este periodo corresponder a fase de fibroplasia da
cicatrizacdo, com a presenga de fibroblastos e miofibroblastos (responsaveis pela
contracdo da ferida), que sdo um tipo especializado de células formada por fibroblastos
que sofreram alteracdes fenotipicas e passaram a produzir proteinas contrateis de actina
e miosina, constituindo a maior populacdo de células encontradas no tecido de
granulagdo maduro (Rudolph, 1992).

Alguns estudos confirmam a atividade cicatrizante de espécies de Passiflora,
como mostrado no trabalho de Gongalves-Filho e colaboradores (2006), em que o
cataplasma feito com folhas de Passiflora edulis ¢ utilizado como cicatrizante, para
tratar infec¢des e inflamagdes cutaneas no interior do Brasil. O extrato hidroetandlico
desta mesma espécie, quando administrado na cavidade peritoneal de ratos no
perioperatdrio, influenciou favoravelmente a cicatrizagdo de gastrorrafias (Da Silva et
al., 2006), laparotomias medianas (Gomes et al., 2006) e anastomoses coldnicas
(Bezerra et al., 2006). O extrato hidroetandlico de Passiflora edulis aplicado
topicamente ndo apresentou efeito significativo sob aspecto macroscdpico, mas
microscopicamente induziu o aumento na colagenizagdo e proliferacdo de fibroblastos
em feridas cutaneas dorsais em ratos (Garros et al., 2006).

A agdo do EHFPC no processo de cicatrizagdo pode ser explicada pela sua
composicdo rica em compostos fendlicos, que sdo substincias com atividades
farmacoldgicas em plantas e que sdo utilizadas para melhorar a eficacia do processo de

cicatrizacdo em feridas e ulceras. Agem como antioxidantes, combatendo os radicais
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livres, possuem atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune, além de

possuirem atividade antinflamatoria (Vieira et al., 2008).

CONCLUSAO

A analise do processo de cicatrizagdo, sob os pontos de vista clinico e
macroscopico, permitiu concluir que o uso do extrato hidroalcodlico das folhas de
Passiflora cincinnata Mast. apresentou influéncia positiva na cicatrizagdo de feridas
cutneas experimentais em camundongos, por promover reacdo inflamatdria menos
intensa ¢ maior velocidade de fechamento das feridas, quando comparado aos grupos
tratados com gel de Natrosol e Dexametasona, o que pode ser explicado pela atividade
antioxidante, antinflamatoria e cicatrizante desta espécie, através de seus metabolitos
secundarios de origem fenodlica e flavonoidica, caracterizados neste estudo através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Tabela 1: Flavonoides e 4acidos fenolicos determinados por CLAE no extrato

hidroalcoodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.

Compostos Percentual

Acido galico (P1) 0,45+0.02a
Catequina (P2) 0,21 £0.01 b
Acido clorogénico (P3) 0,72 £0.03 ¢
Acido caféico (P4) 1,09+ 0.02d
Acido elagico (P5) 0,41 +£0.01a
Epicatequina (P6) 0,83+0.03 ¢
Rutina (P7) 0,69 £0.04 ¢
Quercitrina (P8) 0,35+0.01b
Quercetina (P9) 1,18+ 0.02d
Campferol (P10) 0,15+£0.01 f

Os resultados sdo expressos como média + desvios-padrdo (SD) de trés determinacdes. Médias seguidas de

letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,001.
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Tabela 2: Comparagdo do percentual de contragdo das feridas nos dias 0, 3, 6,9, 12 e 15 apos

tratamento com gel de natrosol, gel do EHFPC 10% e gel de dexametasona 10%. Cada grupo

representa a média de oito animais. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao

da média (E.P.M.), avaliados pela andlise de variancia (ANOVA).

Dia Natrosol EHFPC Dexametasona
0 0% 0% 0%
3 12.61% + 6,25 13,93% + 9,53 -2,91% + 10,69
6 14,10% + 3,43 21,79% + 13,59 -17,14% + 11,81
9 39,68% + 5,24 72,64% + 6,84 32,31% + 7,89
12 65,52% + 2,96 88,83% = 3,07 53,12% + 7,73
15 75,22% + 1,44 99,54% + 0,30 74,70% =+ 5,69
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Figura 1: Cromatografia liquida de alta eficiéncia do perfil de fenois totais e
flavonoides do extrato hidroalcodlico de Passiflora cincinnata Mast. Acido galico (pico
1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido caféico (pico 4), acido elagico
(pico 5), epicatequina (pico 6), rutina (pico 7), quercitrina (pico 8), quercetina (pico 9) e

campferol (pico 10).
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Figura 2: Efeitos do gel de EHFPC 10%, Gel de Natrosol e Gel de Dexametasona 10%
no processo de cicatrizagdo nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 pds cirargico. Imagens obtidas

apods debridamento e higienizagdo das lesdes.

Gel Natrosol Gel Dexametasona 10% Gel EHFPC 10%
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Figura 2 (cont.): Efeitos do gel de EHFPC 10%, Gel de Natrosol e Gel de
Dexametasona 10% no processo de cicatrizagdo nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 pos

cirargico. Imagens obtidas ap6s debridamento e higienizacdo das lesoes.

Gel Natrosol Gel Dexametasona 10% Gel EHFPC 10%

Dia 12

Dia 15
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Figura 3: Velocidade fechamento das feridas (cm?/dia) dos animais submetidos a lesdo cutinea
dorsal nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 apos tratamento diario com gel de natrosol, gel do EHFPC

10% e gel de dexametasona 10%. *** p <0,001 ; ** p < 0,01
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Capitulo 3

Atividade antimicrobiana e caracterizacao fitoquimica dos
extratos hidroalcodlicos de Passiflora cincinnata Mast.

(maracuja-do-mato)

Este capitulo esta formatado para publicacdao na Revista Cubana de Plantas Medicinais
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RESUMO

INTRODUGAO: A familia Passifloraceae é bastante utilizada na fitoterapia.
Passiflora cincinnata Mast (maracuja do mato) apresenta resisténcia a doencgas
e pragas, longevidade, adaptagdo a condi¢des climaticas e uma grande
concentracdo de componentes quimicos destinados a industria farmacéutica e

outras potencialidades, quase todas, ainda inexploradas.

OBJETIVOS: O presente estudo objetivou a caracterizagdo fitoquimica e a
investigacdo da atividade antimicrobiana e modulatéria dos extratos
hidroalcoolicos das partes aéreas (folhas, haste, cascas, polpa e sementes) de
Passiflora cincinnata Mast.

METODOS: Os extratos foram preparados por maceracdo em solugdo
hidroalcodlica. Os testes de concentragao inibitéria minima foram realizados
pelo método da diluicho em caldo frente a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e a atividade moduladora de antibiéticos verificada em
relacdo a cepa clinicamente isolada de Pseudomonas aeruginosa 04, a partir
de concentragdo subinibitoria. Os antibidticos testados foram: amicacina,
gentamicina, ampicilina, benzilpenicilina potassica e oxacilina. A identificagdo
dos compostos (prospecgao fitoquimica) foi determinada por mudangas de
coloragao e formagao de precipitados apos a adigao de reagentes especificos.

RESULTADOS: Os extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana de
relevancia clinica, sendo a concentragao inibitéria minima sempre maior ou
igual a 1024ug/mL. Na modulagdo de antibidticos, polpa e cascas
apresentaram resposta significativa frente ao aminoglicosideo amicacina,

resultando em sinergismo, e atualmente, o extrato das cascas alterou o
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fendtipo de P. aeruginosa de resistente para sensivel. O extrato da polpa
também potencializou o efeito dos betalactamicos benzilpenicilina potassica e
oxacilina. Caules, sementes e folhas ndo expressaram atividades modulatorias.
A prospeccado fitoquimica qualificou os metabdlitos secundarios: taninos
condensados, flobacénicos, flavonas, flavonondis, flavondis, xantonas,

chalconas, auronas, flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaloides .

CONCLUSOES: O efeito combinado dos extratos hidroalcodlicos da polpa e
das cascas de P. cincinnata Mast. aos antibidticos constitui uma nova

possibilidade terapéutica na elaboragao de um farmaco com multi-drogas.

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

medicinais

ABSTRACT

INTRODUCTION: Passifloraceae is widely used in herbal medicine. Passiflora
cincinnata Mast. (maracuja-do-mato), is resistant to pests and diseases, has
longevity, adaptability to climatic conditions and higher concentration of
chemicals for the pharmaceutical industry and other potential are almost totally

unexplored.

OBJECTIVES: This study aimed to investigate the phytochemical
characterization, antimicrobial and modulatory activity of hydroalcoholic extracts
of the aerial parts (leaves, stem, peel, pulp and seeds) of Passiflora cincinnata
Mast.

METHODS: The extracts were prepared by maceration in hidroalcoholic
solution. The Minimum Inhibitory Concentration tests were performed by the
broth dilution method against the strain of Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 and modulating activity of antibiotics checked against the clinically
isolated strain of Pseudomonas aeruginosa 04, at the subinhibitory
concentration. The antibiotics tested were: amikacin, gentamicin, ampicillin,

oxacillin and benzylpenicillin potassium. The identification of compounds
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(phytochemical) was determined from the changes in color and formation of
precipitates after addition of specific reagents.

RESULTS: The extracts showed no antimicrobial activity of clinical relevance,
and the minimum inhibitory concentrations were always greater than or equal to
1024pg/mL. In modulation of antibiotics, pulp and peel showed significant
response against the aminoglycoside amikacin, resulting in synergism, and
currently, the extract from the peel altering the phenotype of P. aeruginosa
resistant to sensitive The pulp extract also potentiated the effect of beta-lactam
oxacillin and benzylpenicillin potassium. Stems, seeds and leaves no expressed
modulatory activities. The phytochemical qualified the secondary metabolites:
tannins, flobacénicos, flavones, flavonondis, flavonols, xanthones, chalcones,

auronas, flavanones, leucoantocianidina, catechins and alkaloids.

CONCLUSIONS: The combined effect of hydroalcoholic extracts of peel and
pulp from P. cincinnata Mast. with antibiotic therapy constitutes a new

therapeutic possibility in developing a drug with multi-drug.

Keywords: Passiflora cincinnata Mast., antimicrobial activity, medicinal plants

RESUMEN

ANTECEDENTES: Familia Passifloraceae es ampliamente utilizado en la
medicina herbal. Passiflora cincinnata Mast. (maracuja-do-mato) es resistente
a las plagas y enfermedades, tiene longevidad, capacidad de adaptacion a las
condiciones climaticas y uma alta concentracion de productos quimicos para la
industria farmaceéutica y otros potenciales casi totalmente inexplorado.
OBJETIVOS: Este estudio tuvo como objetivo investigar la caracterizacion
fitoquimica y la actividad antimicrobiana y modulatoria de extractos
hidroalcoholicos de las partes aéreas (hojas, tallo, corteza, pulpa y semillas) de
Passiflora cincinnata Mast.

METODOS: Los extractos se prepararon por maceracién en una solucién de

agua-alcohol. Las pruebas de concentracion inhibitoria minima se realizaron
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por el método de dilucion en caldo frente a la cepa de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 y modular la actividad de los antibi6ticos controladas
contra la cepa clinicamente aislado de Pseudomonas aeruginosa 04, a partir de
la concentracién subinibitoria. Los antibidticos se probaron: amikacina,
gentamicina, ampicilina, oxacilina y bencilpenicilina potasica. La identificacion
de los compuestos (fitoquimicos) se determina a partir de los cambios en el
color y la formacién de precipitados después de la adicidn de reactivos
especificos.

RESULTADOS: Los extractos no mostraron actividad antimicrobiana de
relevancia clinica, y la concentracion minima inhibitoria siempre mayor que o
igual a 1024pg/mL. La modulaciéon de los antibioticos, pulpa y la corteza
mostraron respuesta significativa contra el aminoglucésido amikacina, lo que
resulta en sinergismo, y en la actualidad, el extracto de la corteza de alterar el
fenotipo de P. aeruginosa resistente a la sensible. El extracto de pulpa también
potencio el efecto del beta-lactamicos oxacilina y bencilpenicilina potasica. Los
tallos, las semillas y las hojas no se realizo actividades moduladoras
expresadas. La prospeccion fitoquimica se ha clasificado los siguientes
metabolitos secundarios: taninos, flobacénicos, flavonas, flavonondis,
flavonoles, xantonas, chalconas, auronas, flavanones, leucoantocianidina,
catequinas y alcaloides.

CONCLUSIONES: El efecto combinado de extractos hidroalcohdlicos de
cascara y pulpa de Passiflora cincinnata Mast. con antibioticos ofrece nuevas
posibilidades terapéuticas en el desarrollo de un farmaco con multiples

farmacos.

Palabras clave: Passiflora cincinnata Mast, actividad antimicrobiana, plantas

medicinales

INTRODUGAO

O Brasil possui uma grande diversidade em sua flora. Existem inumeros
estudos etnobotanicos sobre 0 uso de espécies vegetais com fins fitoterapicos
ha centenas de anos por comunidades tradicionais para curar enfermidades

variadas.! Acreditando-se nos costumes populares, por muitas vezes as
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plantas medicinais substituem os medicamentos sintéticos sem nenhuma

comprovacao cientifica sobre os seus reais efeitos.?

A familia Passifloraceae destaca-se dentre a flora brasileira, por ser bastante
utilizada na fitoterapia. Dentre os géneros, se destaca o Passiflora, que pode
ser encontrado na Asia, Africa e Américas, havendo mais de 500 espécies
dispersas na América do Sul e, dentre estas, 370 sdo exclusivamente
encontradas nas Américas. O género Passiflora é o mais encontrado em todo o
pais. O maracuja € um fruto pertencente ao género e este nome popular &

dado a todas as mais de 120 espécies (encontradas e nativas) do Brasil. 2

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, as espécies deste género sao
frequentemente utilizadas pela populacdo como sedativo e ansiolitico. > Além
de suas acgbes neurofarmacologicas, o cha das folhas também é usado
tradicionalmente como analgésico, anti-espasmaddico, anti-asmatico, anti-

térmico e anti-inflamatério. >*°

Passiflora cincinnata € uma das espécies descritas com sendo nao cultivadas,
mas que tem oferecido contribui¢bes importantes ao melhoramento genético,
por apresentar resisténcia a doengas ou a pragas, longevidade, maior
adaptacao a condi¢des climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado
e maior concentracdo de componentes quimicos destinados a industria

farmacéutica e outras potencialidades, quase todas, ainda inexploradas'®.

O infuso de toda a planta é indicado no tratamento de inflamacdes e insénias, "

1.2 As folhas e os frutos sdo indicados

13,14

como sedativo, hipotensivo e antigripa

contra hipertensao, tosses e inflamagdes e como calmante.

Muitas espécies de Passiflora sao descritas como drogas oficiais em
farmacopéias de varios paises do mundo, incluindo a Passiflora alata Curtis,e a
Passiflora edulis var. flavicarpa, inseridas oficialmente como fitoterapicos na
farmacopéia brasileira’"’. Apesar dos extratos do género Passiflora serem
utilizados como alternativa tecnolégica moderna na fabricagdo de produtos
intermediarios da industria farmacéutica, existem poucas investigagbes a

respeito das propriedades farmacoldgicas, como antimicrobianas e quanto a
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composigao fitoquimica da espécie em estudo, a Passiflora cincinnata Mast.,
justificando a execugéo deste estudo.

A bactéria P. aeruginosa é um dos principais microorganismos causadores de
infecgdo nosocomial em hospitais brasileiros. '® Por ser frequente, é
responsavel por infecgoes em diversos sitios do corpo humano, especialmente
em pacientes imunocomprometidos. Encontra-se amplamente distribuida no
meio ambiente e € capaz de sobreviver por longos periodos em ambientes

adversos, além de desenvolver resisténcia a agentes antimicrobianos, "%

que
sao compostos naturais ou sintéticos com capacidade de inibir o crescimento
ou eliminar fungos e bactérias. ?' Sdo0 os metabdlitos secundarios dos produtos
naturais que, em baixas concentrag¢des, sdo capazes de impedir o crescimento

ou eliminar seletivamente patdgenos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagao fitoquimica,
associada a investigagdo da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos das partes aéreas (folhas, haste, cascas, polpa e sementes) de
Passiflora cincinnata Mast. bem como a avaliagdo comparativa da atividade
modulatéria da associagao extrato/antibiético frente a cepa multirresistente de
Pseudomonas aeruginosa 04, uma vez que esses microrganismos representam

uma grande ameaga a saude publica.
METODOS

Folhas, hastes e frutos (casca, polpa e sementes) de Passiflora cincinnata
Mast. foram coletados no municipio de Crato, Ceara, Brasil. O material vegetal
foi identificado pela Sra. Ana Morais Mendonga, e uma exsicata esta
depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade
Regional do Cariri - URCA, Crato, Cear4, Brasil, sob numero de tombo: HCDAL
8097.

O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de Farmacologia e
Quimica Molecular — LFQM — URCA, onde foi selecionado de acordo com o
grau de sanidade visual (auséncia de danos mecénicos e manchas fungicas),

lavado e submetido a secagem natural até que o excesso de umidade fosse
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extraido, e o material pudesse ser manuseado, de acordo com as suas
caracteristicas fisicas, sendo triturado, a fim de aumentar a sua superficie de
contato com o material solvente a ser utilizado no processo de maceragcdo. A
massa obtida foi submersa em uma solugdo hidroalcodlica (1:1), por um
periodo de 72 horas. O extrato foi filtrado e em seguida concentrado em
evaporador rotativo e banho-maria. Apds este processo, os extratos foram
congelados e encaminhados ao processo de liofilizagao.?

A atividade antimicrobiana foi verificada a partir de microorganismos
catalogados em colegdes (cepas especificadas) do Laboratério de Micologia
Clinica da Universidade Federal da Paraiba, conforme detalhado: bactéria
(padrao): Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e bactéria (multirresistente):
P. aeruginosa 04.

Os antibidticos utilizados foram das classes dos aminoglicosideos: amicacina e
gentamicina e betalactamicos: ampicilina, benzilpenicilina potassica e oxacilina,
todos com concentragao inicial de 5000ug/mL, dissolvidos em agua estéril.

O meétodo utilizado foi o da microdiluicdo em caldo. Para se chegar a
concentracdo de 1024ug/mL a ser utilizada nos testes, inicialmente uma
aliquota de cada extrato (0,010g) foi diluida em 1mL de dimetilsulféxido
(DMSO), a fim de se obter concentracdo final de 100mg/mL, que em seguida
foi diluida em agua destilada e estéril. O indculo foi diluido em BHI 10%,
chegando-se a uma concentracdo de 10° UFC/mL. Foram distribuidos 100uL
do BHI e in6culo em cada poco de uma placa contendo 96 pocos, e em
seguida, procedeu-se a microdiluicdo seriada com a solugdo de 100uL dos
extratos, variando nas concentragbes de 512 a 8ug/mL. As placas foram
levadas & incubadora por 24 horas a 35°C. % A revelacdo da concentragdo
inibitéria  minima (CIM) bacteriana foi feita utilizando-se resazurina. A
concentracao inibitéria minima é definida como a menor concentracdo em que
nenhum crescimento é observado®, sendo determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo descrito por Javadpour et al. (1996) =,

No teste de modulagdo de drogas, utilizou-se o método proposto por Coutinho
(2008), % onde as solugbes dos extratos foram testadas a partir de uma
concentragéo sub-inibitoria (MIC/8). Foram distribuidos 100uL de uma solugéo
contendo BHI 10%, indculo e extratos em cada pog¢o no sentido alfabético da
placa. Em seguida, 100uL da droga foi misturado ao primeiro pogo, procedendo
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a microdiluicdo em série, numa proporgcao de 1:1 até a penultima cavidade. As
concentragbes de aminoglicosideos e betalactamicos variavam gradualmente
de 5000 a 1,22ug/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C =
sendo revelacao obtida a partir da utilizacdo de resazurina.

A identificagdo dos compostos (prospecgédo fitoquimica) que resultam do
metabolismo secundario dos extratos de folhas, hastes, cascas, polpa e
sementes de P. cincinnata, Mast. foi realizada a partir das mudancas de
coloracdo e formacao de precipitados apds a adicdo de reagentes especificos,
seguindo a metodologia proposta por Matos (1997). %

RESULTADOS

Os extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, cascas, polpa e sementes de P.
cincinnata Mast. ndo apresentaram atividade antimicrobiana de relevancia
clinica contra a cepa de P. aeruginosa ATCC 15442 utilizada no experimento,

sendo a concentragdo inibitéria minima sempre maior ou igual a 1024ug/mL.

Na identificagdo do potencial modulador de antibidticos, os extratos
demonstraram respostas distintas: polpa e cascas apresentaram resposta
significativa frente ao aminoglicosideo amicacina, resultando em sinergismo, e
atualmente, o extrato das cascas alterou o fendtipo de P. aeruginosa de
resistente para sensivel de acordo com o ponto de corte para a amicacina que,
segundo a NCCLS 2005 24 apresenta resisténcia para valores de CIM = 32
(associagao bactéria+amicacina = 39,02) e sensibilidade para resultados de
CIM com valores < 16 (associagéo bactéria + amicacina + extrato = < 1,22). O
extrato da polpa também potencializou o efeito dos Dbetalactdmicos
benzilpenicilina potassica e oxacilina. Hastes, sementes e folhas n&o
expressaram atividades modulatérias frente aos aminoglicosideos e

betalactédmicos testados (Tabela 1).

A prospeccgao fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos de P. cincinnata Mast.
permitiu qualificar as seguintes classes de metabdlitos secundarios: taninos

condensados, flobabénicos, flavonas, flavononois, flavonois, xantonas,
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chalconas, auronas, flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaloides ,

como evidenciado na Tabela 2.
DISCUSSAO

Os metabdlitos secundarios, por serem fatores de interacdo entre os
organismos, frequentemente apresentam atividades bioldgicas relevantes. %
Estudos referentes a composi¢cdo quimica de diversas espécies do género
Passiflora evidenciam, principalmente, alcaloides e flavonoides como seus
principais metabdlitos secundarios. Entretanto, outras substancias como
saponinas, glicosideos cianogénicos, esteroides, lignanas, acidos graxos,

maltol, aminoacidos e taninos sao citados com frequéncia na literatura. 2’-%°

Os flavonoides sao particularmente importantes para o controle de qualidade
dos fitoterapicos pois, através deles, € possivel identificar muitas espécies de
Passiflora, ** demonstrando a relevancia desta classe de metabdlitos na
composi¢cao da espécie em estudo. Dentre as diversas fungdes atribuidas aos
flavonoides, destaca-se a capacidade de conferir protecdo a espécie contra
insetos, fungos e bactérias, além de atividade antioxidante, ° todos fatores que
colaboram com a caracteristica de muitas espécies ditas silvestres dentro do
género Passiflora (inclusive P. cincinnata Mast), de apresentarem melhor
resisténcia ao ataque de pragas, e maior facilidade de cultivo.®’

Estudos apontam que os flavonoides apresentam atividades relevantes e
diversificadas,*® dentre as quais, a atividade antimicrobiana.*® Esta ocorre
provavelmente por sua habilidade em formar complexos com proteinas soluveis
extracelulares e com a parede celular de algumas bactérias, ou ainda ao
carater lipofilico destes ser responsavel pela ruptura da membrana celular dos

microorganismos. *3°

As habilidades conferidas pela presenca de compostos fendlicos na
composig¢ao dos extratos da polpa e das cascas de Passiflora cincinnata Mast.,
sugerem a capacidade de alteragdo fenotipica e moduladora de antibidticos
quando testados frente a cepa multirresistente de P. aeruginosa 04, sendo os
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principais mecanismos relacionados com fendtipos multirresistentes de P.
aeruginosa em hospitais brasileiros: a producdo de metalobetalactamases,
perda de porina e a superexpressao de bombas de efluxo, o que pode explicar
os altos indices de resisténcia a aminoglicosideos, por exemplo. A emergéncia
de isolados com estas caracteristicas € preocupante e promove impacto
clinico, especialmente pela escassez de terapias efetivas no tratamento de

infeccdes por este patégeno.'®

Portanto, a sugestdo de um efeito combinado dos extratos hidroalcodlicos da
polpa e das cascas de P. cincinnata Mast. aos antibidticos com perfil de
sensibilidade diminuido ou mesmo resistente, constitui uma nova possibilidade
terapéutica na elaboragdo de um farmaco com multi-drogas. Para tanto, sédo
necessarios estudos fitoquimicos mais aprofundados no sentido de identificar,
quantificar e isolar os principais metabdlitos secundarios provavelmente
envolvidos na conducdo da potencializacdo da atividade da amicacina,

benzilpenicilina potassica e oxacilina.
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Tabela 1: Atividade moduladora dos extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes,
cascas, polpa e sementes de Passiflora cincinnata Mast. em combinagdo com

aminoglicosideos e betalactédmicos.

Antibioticos c FI c Ht c Cc c Pp c St
Amicacina 9,76 9,76 3125 3125 3906 <122 4.88 <1,22 3125 3125
Gentamicina 1,22 1,22 3125 3125 3125 3125 3125 3125 3125 3125
Ampicilina 3125 3125 3125 3125 3125 3125 156,25 156,25 3125 3125
Benzilpenicilina 2500 2500 2500 2500 2500 2500 25000 1250 1250 1250
Oxacilina 1250 1250 625 625 625 625 2500 625 2500 2500

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

St — extrato das sementes.
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Tabela 2: Classes de metabdlitos secundarios identificados nos extratos
hidroalcodlicos das folhas, hastes, cascas, polpa e sementes de Passiflora

cincinnata Mast.

CLASSES Folhas Hastes Cascas Polpa Sementes
Fendis - - - - -
Taninos condensados + + + + -
Flobacénicos + + + + -

Taninos hidrolisaveis - - - - -

Antocianinas - - - - -

Antocianidinas - - - - -

Flavonas + + + + +
Flavonois + + + + +
Flavononois + + + + +
Xantonas + + + + +
Chalconas + + + + +
Auronas + + + + +
Flavanonas + + + + +
Leucoantocianidinas + - + + +
Catequinas + - + + +
Alcaloides - - - - +

(+) — presenca; (-) — auséncia.
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Capitulo 4

Potenciacao da atividade antibiotica por

Passiflora cincinnata Mast.

Este capitulo esta formatado para publicagdo no Journal of Medicinal Food
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RESUMO

A pesquisa para o desenvolvimento de novos fairmacos oriundos de plantas ¢ alternativa
interessante a resisténcia microbiana. Muitos extratos de plantas e seus constituintes
fitoquimicos sdo conhecidos por apresentarem atividades antimicrobianas. Passiflora
cincinnata Mast (maracuja do mato) apresenta resisténcia a doengas e pragas,
longevidade, adaptagdo a condigdes climdticas e maior concentracdo de componentes
quimicos destinados a industria farmacéutica e outras potencialidades, quase todas,
ainda inexploradas. Neste estudo, investigamos o potencial antimicrobiano e modulador
de antibidticos dos extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e
sementes de Passiflora cincinnata. Os extratos foram preparados por maceracdo em
solugdo hidroalcodlica. Os testes de Concentracdo Inibitoria Minima foram realizados
pelo método da diluicdo em caldo e as linhagens testadas foram: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 11105. A atividade moduladora de antibidticos
foi verificada frente as cepas clinicamente isoladas de S. aureus 03 e E. coli 08, em
concentragdo subinibitéria. Os antibioticos testados foram: amicacina, gentamicina,
ampicilina, benzilpenicilina potassica e oxacilina. Os extratos ndo apresentaram
atividade antimicrobiana de relevancia clinica, sendo a CIM sempre maior ou igual a
1024pg/mL. A cepa de S. aureus 03 apresentou 13 eventos, enquanto a cepa de E. coli
08 apresentou apenas 04 eventos. Dentro os eventos ocorridos, 14 foram atividade
sinérgica potencializando o efeito dos antibidticos e apenas 03 eventos apresentaram
atividade antagoénica a ampicilina. Os extratos hidroalcodlicos sdo potenciais agentes
antimicrobianos, quando associados a farmacos pouco utilizados no tratamento in vivo,
podendo surgir como uma nova arma terapéutica, dando sobrevida aos antibidticos.

Palavras-chave: Passiflora, atividade antimicrobiana, plantas medicinais, modulag¢do
de antibidticos, fitoterapicos.
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INTRODUCAO

A historia da humanidade, do ponto de vista médico, pode ser considerada como uma
luta contra as doengas infecciosas. No inicio do século 21, a ocorréncia de infecgdes
bacterianas resistentes a drogas tornou-se comum € a pesquisa para o desenvolvimento
de novos farmacos com atividade antimicrobiana tem se espalhado para novas areas
clinicas."” Neste contexto, produtos naturais oriundos de plantas sdo alternativas
interessantes a este problema, uma vez que muitos extratos e seus constituintes
fitoquimicos sdo conhecidos por apresentarem atividades antimicrobianas.’ Nos tiltimos
anos, varios estudos tém sido direcionados, em diferentes paises, com o intuito de

;. 46
demonstrar esta eficacia.

Os microbiologistas clinicos t€ém dois motivos para estarem interessados em extratos
vegetais com atividade antimicrobiana: em primeiro lugar, ¢ muito provavel que os
fitoquimicos encontrem o seu lugar em meio ao arsenal de antimicrobianos, uma vez
que os cientistas sabem que a vida util efetiva de qualquer antibidtico ¢ limitada. Em
segundo lugar, o publico estd cada vez mais consciente dos problemas com a prescri¢ao
e uso indevido de antibioticos tradicionais. Um grande nimero de compostos de plantas
(muitas vezes de natureza confidvel) estad prontamente disponivel, sem necessitar de
prescricdo médica, em drogarias e lojas de alimentos naturais, sendo a auto-medicacdo
com estas substancias um fato comum. O uso de extratos vegetais como outra forma de
tratamento médico, tem ganhado popularidade desde a década de 90.

A familia Passifloraceae destaca-se dentre a flora brasileira, por ser bastante utilizada na

fitoterapia, e o género Passiflora ¢ o mais encontrado no pais. Maracuja ¢ um fruto
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pertencente ao género e este nome popular designa as mais de 120 espécies
(encontradas e nativas) do Brasil. ®

Passiflora cincinnata Mast. ¢ uma das espécies silvestres do género que tem grande
potencial para o consumo in natura, para a produ¢do de suco concentrado e utilizagdo
como alimento funcional. As caracteristicas de alto rendimento comercial, assim como a
presenca de compostos fitoquimicos, tém motivado um grande interesse no
desenvolvimento de pesquisas, além da exploracdo diversificada, uma vez que as
caracteristicas fitoquimicas evidenciadas para a espécie em estudo sdo interessantes para
a induastria de alimentos que busca desenvolvé-los com substincias bioativas para
atender as exigéncias do consumidor, e que também sdo interessantes para a industria
farmacéutica’ que tem tido, apesar de seu constante esforco, dificuldades em encontrar
ou desenvolver novas drogas efetivas, com a urgéncia com que elas se fazem

necessarias. '’

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antimicrobiano e modulador de antibidticos dos
extratos hidroalcoolicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de Passiflora
cincinnata Mast., frente a cepas padrao e multirresistentes de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.

MATERIAIS E METODOS

Folhas, hastes e frutos (epicarpo, polpa e sementes) foram coletados no municipio de
Crato, Ceara, Brasil. O material vegetal foi identificado, e uma exsicata estd depositada
no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri -

URCA, Crato, Ceara, Brasil, sob o nimero de tombo: HCDAL 8097.
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O material vegetal colhido foi transportado ao Laboratério de Farmacologia e Quimica
Molecular — LFQM — URCA, onde foi selecionado de acordo com o grau de sanidade
visual (auséncia de danos mecanicos e manchas flngicas), lavado e submetido a
secagem natural até que o excesso de umidade fosse extraido, e o material pudesse ser
manuseado, de acordo com as suas caracteristicas fisicas, e triturado, a fim de aumentar
a sua superficie de contato com o material solvente a ser utilizado no processo de
maceragdo. A massa obtida foi submersa em uma solu¢ao hidroalcodlica (1:1), por um
periodo de 72 horas. O extrato foi filtrado e em seguida concentrado em evaporador
rotativo e banho-maria. Apds este processo, os extratos foram congelados e

. . . ~ 11
encaminhados ao processo de liofilizagao.

Foram utilizados isolados clinicos oriundos do Laboratério de Micologia Clinica da
Universidade Federal da Paraiba, conforme detalhado: bactérias (padroes):
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 11105 e bactérias
(multirresistentes): S. aureus 03 e E. coli 08. Os aminoglicosideos amicacina e
gentamicina e os betalactamicos ampicilina, benzilpenicilina potassica e oxacilina,
foram utilizados na concentragdo inicial de 5000pg/mL. Todas as drogas foram

dissolvidas em agua estéril.

O método utilizado foi o da microdiluicdo em caldo. Para se chegar a concentracao de
1024pg/mL a ser utilizada nos testes, inicialmente uma massa de cada extrato (0,010g)
foi diluida em ImL de dimetilsulfoxido (DMSO), para atingir a concentragdo de teste de
100mg/mL, que em seguida foi diluida em agua destilada e estéril. O indculo foi diluido
em BHI (Brain Heart Infusion) 10%, chegando-se a uma concentragdo de 10° UFC/mL.

Foram distribuidos 100uL do BHI e indculo em cada pogo de uma placa contendo 96
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pogos, e em seguida, procedeu-se a microdilui¢do seriada com a solugdo de 100uL dos
extratos, variando nas concentracdes de 512 a 8ug/mL. As placas foram levadas a
incubadora por 24 horas a 37°C."* A revelagio da concentragio inibitoria minima (CIM)
bacteriana foi feita utilizando-se resazurina. A CIM foi definida como sendo a menor

. . . 13
concentragdo na qual nenhum crescimento foi observado de acordo com a NCCLS.

No teste de modulagdo de drogas, utilizou-se 0 método proposto por Coutinho'* onde as
solucdes dos extratos foram testadas a partir de uma concentragdo sub-inibitdria
(MIC/8). Foram distribuidos 100puL. de uma solu¢do contendo BHI 10%, indculo e
extratos em cada pocgo no sentido alfabético da placa. Em seguida, 100pL da droga foi
misturado ao primeiro pogo, procedendo a microdiluigdo em série, numa propor¢do de
1:1 até a penultima cavidade. As concentragcdes de aminoglicosideos e betalactamicos

variavam gradualmente de 5000 a 1,22pg/mL.

RESULTADOS

Os extratos hidroalcodlicos das folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes de P.
cincinnata Mast. ndo apresentaram atividade antimicrobiana de relevancia clinica contra
as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 11105
utilizadas no experimento, sendo a concentracdo inibitdria minima sempre maior ou

igual a 1024pg/mL .

Nos testes de modulacdo de antibioticos, as cepas multirresistentes de Staphylococcus

aureus 03 e Escherichia coli 08 foram testadas (frente a associagdo de uma

concentragdo subinibitoria dos extratos) com antibidticos das classes dos
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aminoglicosideos e betalactamicos, e apresentaram resultados significativos, quando
comparados a atividade isolada dos fdrmacos, de acordo com o perfil de resisténcia das
cepas utilizadas (Tabela 1).

Analisando-se 0 nimero de eventos de redu¢do da CIM ocasionados pela associagdo
moduladora, pode-se observar que a cepa de S. aureus 03 apresentou 13 eventos de
reducdo da CIM, enquanto a cepa de E. coli 08 apresentou apenas 04 eventos, levando-
se em consideracdo todos os extratos, associados as duas classes de antimicrobianos
testadas (Figural). E importante ressaltar que dentre os 17 eventos ocorridos, 14 foram
atividades sinérgicas ao efeito esperado pelo antibidtico e apenas 03 eventos
apresentaram atividade antagdnica ao efeito do antimicrobiano ampicilina, sempre com
a cepa de S. aureus 03, com os extratos de hastes, epicarpo e sementes de P. cincinnata

(Tabelas 2-6).

A analise comparativa proferida entre as classes de antimicrobianos testadas mostra que
os antibidticos betalactdmicos sobressaem-se aos aminoglicosideos em numero de

eventos sinérgicos e também em niimero de eventos antagonicos (Tabela 7).

DISCUSSAO

Ensaios fitoquimicos anteriormente realizados com os extratos hidroalcodlicos das
partes aéreas (folhas, hastes, epicarpo, polpa e sementes) estabeleceram que P.
cincinnata possui as seguintes classes de metabdlitos secunddrios: taninos condensados,
flobabénicos, flavonas, flavononois, flavonois, xantonas, chalconas, auronas,
flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaloides. Estes, por serem

fitoconstituintes oriundos do metabolismo secundario dos vegetais, que quase sempre
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agem na defesa do mesmo contra patégenos, podem apresentar atividades bioldgicas
interessantes.

Ensaios biologicos utilizando combinagdes isoladas revelam que os flavonoides exibem
uma grande a¢do sobre os sistemas biologicos demonstrando efeitos antimicrobiano,
antiviral, antiulcerogénico, citotoxico, antineoplésico, antioxidante, antihepatotoxico,
antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério e antiplaquetario.'® A atividade
demonstrada nos ensaios in vitro realizados com os extratos hidroalcodlicos de P.
cincinnata evidencia uma provavel acdo dos compostos fenolicos presentes em todas as
partes, confirmando a atividade antimicrobiana atribuida a esta classe de metabdlitos
secundarios. A associagdo de produtos naturais a antibidticos pode exercer atividade
direta contra muitas espécies bacterianas, modulando ou mesmo aumentando a atividade
de um antibidtico especifico, invertendo a resisténcia natural das bactérias. A
potencializacdo da atividade ou a reversdo da resisténcia aos antimicrobianos, permite a
classificagdo destes compostos como modificadores da atividade antibiotica’. O uso de
extratos torna-se interessante por estes apresentarem baixa possibilidade dos
microorganismos adquirir resisténcia a sua acdo, uma vez que sdo misturas complexas,
o que dificulta a adaptabilidade microbiana.'’

Staphylococcus aureus ¢ uma das principais causas de doengas infecciosas em
humanos, associadas a origens comunitarias e hospitalares, variando desde infec¢des
menores da pele, a infecgdes graves, tais como pneumonia e septicemia. ™'’ Nos
ultimos anos, a emergéncia de cepas virulentas resistentes a varios antibioticos, tais
como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e estafilococos resistentes a meticilina

1."%°_ Historicamente, a

(MRS), representa um grande problema a nivel mundia
resisténcia as penicilinas penicilinase-estaveis tem sido denominada “resisténcia a

meticilina”. No caso de S. aureus resistente a oxacilina e estafilococos coagulase-
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negativos (MRS), outros agentes B-lactdmicos / inibidores de B-lactamases, cefens e
carbapenens, podem parecer ativos in vifro, mas sdo clinicamente ineficazes. Os
resultados para estas drogas devem ser relatados como resistentes, ou ndo devem ser
relatados. Isso se deve ao fato de que a maioria dos casos relatados de infecgdes por
MRS ndo tém respondido adequadamente a terapia com B-lactamicos, ou porque ainda
ndo foram apresentados dados clinicos relevantes documentando a eficdcia clinica
desses agentes nestas condigdes. '

A cepa de S. aureus 03 utilizada nos experimentos modulatorios da associagdo de
aminoglicosideos ou betalactamicos aos extratos hidroalcodlicos de P. cincinnata ¢é
classificada como MRSA, com perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados. A
evidéncia modulatéria apresentada pelos extratos, especialmente frente aos
antimicrobianos oxacilina e benzilpenicilina, ndo ¢ capaz de alterar o fendtipo desta
cepa de resistente a sensivel, mas denota a diminui¢do da CIM necessaria para impedir
o crescimento do patdégeno. O niimero de eventos ¢ relevante, especialmente por se
repetir em pelo menos 10 atividades sinérgicas, em todas as associagdes entre extratos e
antimicrobianos deste teste.

Considerando-se que as bactérias Gram-positivas possuem parede celular quimicamente
menos complexa e com menor teor lipidico do que as bactérias Gram-negativas,”
sugere-se que a estrutura de S. aureus (bactéria Gram-positiva) pode contribuir como
fator facilitador da atividade sinérgica dos extratos hidroalcodlicos de P. cincinnata aos
aminoglicosideos e betalactdmicos. Estudos mostram que a inibi¢do do crescimento de
S. aureus pode estar associada a habilidade dos flavonoides se complexarem com a
parede celular bacteriana, promovendo o rompimento de suas membranas. ’ Portanto, a
associacdo de produtos naturais a antibidticos favorece a desintegragdo das membranas

celulares bacterianas através da complexacdo dos agentes associados a esta estrutura.
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O efeito antagdnico observado pelos extratos de hastes, cascas e sementes, quando
associados a ampicilina, pode-se explicar pela mistura de compostos presentes em
extratos brutos, que possuem quantidades elevadas de metabolitos, podendo diminuir os
efeitos das substancias ativas. >

O surgimento de cepas MRS como patdégenos humanos significativos, € sua crescente
prevaléncia em infec¢des nosocomiais aumentam a necessidade de identificar e limitar a
sua disseminacdo. A deteccao de Staphylococcus resistentes a meticilina ¢ complexa
porque existem dificuldades em identifica-los com precisdo, especialmente porque a
resisténcia ¢ frequentemente heterogénea e sua expressdo ¢ afetada por diferentes
fatores.”* Esforgos continuos para compreender as mudangas epidemiologicas de S.
aureus em humanos e animais sdo necessarios, ndo somente para o tratamento
antimicrobiano adequado e eficaz ao controle da infec¢do, mas também para o
acompanhamento da evolugdo das espécies.

E. coli ¢ uma bactéria gram-negativa ndo esporulada, anaerdbia facultativa, encontrada
na microbiota intestinal, sendo o microrganismo predominante do trato gastrointestinal.
As bactérias gram-negativas mostram-se com muitos recursos de resisténcia, como a
producdo de betalactamases, que inativam antibidticos que sdo resistentes a agdo da
maior parte das enzimas bacterianas. *° Mesmo existindo uma grande variedade de
mecanismos de resisténcia aos -lactamicos, um dos mais importantes ¢ a produgdo de
betalactamases, que sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel f-lactdmico de penicilinas,
cefalosporinas e outros antimicrobianos relacionados, tornando-os inativos. Entre estes,
destaca-se a producdo de betalactamases de espectro ampliado (Extended-Spectrum
Betalactamase - ESBL), principalmente em algumas espécies de bactérias gram-
negativas. ** O primeiro relato de cepas produtoras de ESBL ocorreu em Frankfurt, na

Alemanha, em 1983, onde enzimas do tipo SHV foram isoladas de Klebsiella
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pneumoniae ¢ Escherichia coli. A andlise destas cepas demonstrou que a resisténcia
devia-se a producdo de uma betalactamase plasmidial transferivel, derivada de SHV-1,
sendo denominada de SHV-2. **

Cepas produtoras de ESBL geralmente s3o multirresistentes, e enterobactérias
produtoras de ESBL tém sido isoladas com maior frequéncia em amostras procedentes
de pacientes hospitalizados, mas podem ser encontrados também em amostras de
origem comunitaria. >’

Apesar da aparente sensibilidade in vifro a vérios antimicrobianos, pacientes com
infecgdes por cepas produtoras de ESBL podem ndo responder a terapia com
betalactamicos. Geralmente estas cepas exibem co-resisténcia a aminoglicosideos,
devendo o uso destes agentes ser baseado no antibiograma. **

Comparando-se os resultados obtidos na modulagdo de Escherichia coli, percebe-se
uma diferenca de susceptibilidade quanto aos resultados observados na modulagdo com
S. aureus, explicado pelas diferengas existentes na composicao de suas membranas. A
membrana externa das bactérias Gram-negativas apresenta uma barreira resistente a
penetracdo de varios agentes antimicrobianos, possuindo também, um espago
periplasmatico com enzimas capazes de inativar alguns antibiéticos'® podendo ser esta a
justificativa pela diferenga na vulnerabilidade apresentada pelos microorganismos, uma
vez que a atividade modulatdria com S. aureus apresentou 13 eventos de reducdo da
CIM entre sinergismo e antagonismo, frente aos antimicrobianos da classe dos
aminoglicosideos e betalactamicos, enquanto a modulagdo dos extratos de P. cincinnata
aos mesmos antimicrobianos contra a cepa multirresistente produtora de ESBL de F.
coli 08, mostrou eficacia em apenas 04 eventos e somente para os extratos de folhas,
polpa e sementes, todos com atividade sinérgica. Hastes e epicarpo ndo produziram

efeito algum quando comparados aos controles.
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A multirresisténcia caracteristica de bactérias gram-negativas ocorre pelo acumulo na
resisténcia plasmidial ou por genes translocadores, associados a uma barreira de
membrana externa de baixa permeabilidade, com um conjunto eficiente de bombas de
efluxo (capazes de bombear para fora da bactéria mais de um tipo de droga),
combinados a varios mecanismos especificos de resisténcia. *° Além disso, a
susceptibilidade das células bacterianas aos antibidticos pode ser afetada por seus
estados fisiologicos. Uma consequéncia importante deste fendmeno ¢ a descoberta de
células “persistentes”, revelando que mesmo altas concentra¢des de antibidticos nado
matam toda a populagdo bacteriana, deixando para trds uma populacgdo resistente, que €
geneticamente idéntica as células susceptiveis. *°

Concluimos, portanto, que os resultados do presente estudo indicam que os extratos
hidroalcoolicos de Passiflora cincinnata t€m potencial como agente antibacteriano,
quando associados a farmacos pouco eficazes no tratamento de diversas patologias
humanas, mas que sdo frequentemente utilizados pela populagdo em geral, modificando
o seu perfil de a¢do, através da diminui¢ao da CIM ao crescimento bacteriano, podendo
surgir como uma nova arma terapéutica, potencializando os farmacos das classes dos
aminoglicosideos e betalactamicos, que sdo pouco eficientes no tratamento de infec¢des

causadas por cepas do tipo MRSA e ESBL.
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Tabela 1. Origem das cepas bacterianas e perfil de resisténcia a antibioticos.

Bactéria / Origem Resisténcia

Cefadroxil / Cefalexina /
Cefalotina / Oxacilina /
Penicilina / Ampicilina /

Amoxicilina / Moxifloxacina /
Staphylococcus aureus 03 Ciprofloxacina / Levofloxacina /

Escara Ampicilina + Sulbactam /
Amoxicilina + Acido
Clavulanico / Eritromicina /

Claritromicina / Azitromicina /

Clindamicina / Mupirocina

Ceftriaxona / Cefalotina /
Escherichia coli 08 Cefalexina / Cefadroxil /
Urocultura Cefepime / Ciprofloxacina /

Levofloxacina / Ampicilina +

Sulbactam

Tabela 2: Atividade moduladora do extrato hidroalcoolico das folhas de Passiflora cincinnata Mast. em

combinagdo com aminoglicosideos e betalactamicos.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
03 08

Antibidticos Controle + EHFPC Controle + EHFPC
Amicacina 312,5 312,5 156,25 39,06
Gentamicina 312,5 78,125 39,06 39,06
Ampicilina 156,25 156,25 312,5 312,5
Benzilpenicilina 2500 625 2500 2500
Oxacilina 2500 625 > 5000 2500

*EHFPC: extrato hidroalcodlico das folhas de Passiflora cincinnata Mast.

Tabela 3: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico das sementes de Passiflora cincinnata Mast.

em combinagdo com aminoglicosideos e betalactamicos.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
03 08
Antibioticos Controle + EHSPC Controle + EHSPC
Amicacina 625 625 78,125 78,125
Gentamicina 625 625 312,5 312,5
Ampicilina 78,125 312,5 312,5 312,5
Benzilpenicilina > 5000 1250 > 5000 2500
Oxacilina 2500 625 2500 2500

*EHSPC: extrato hidroalcodlico das sementes de Passiflora cincinnata Mast.
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Tabela 4: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico das hastes de Passiflora cincinnata Mast. em

combinagdo com aminoglicosideos e betalactamicos.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
03 08
Antibidticos Controle + EHHPC Controle + EHHPC
Amicacina 625 625 78,125 78,125
Gentamicina 625 625 312,5 312,5
Ampicilina 78,125 312,5 312,5 312,5
Benzilpenicilina 2500 625 2500 2500
Oxacilina 2500 625 2500 2500

*EHHPC: extrato hidroalcodlico das hastes de Passiflora cincinnata Mast.

Tabela 5: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico do epicarpo de Passiflora cincinnata Mast. em

combinagdo com aminoglicosideos e betalactamicos.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
03 08

Antibidticos Controle + EHEPC Controle + EHEPC
Amicacina 312,5 312,5 78,125 78,125
Gentamicina 625 625 312,5 312,5
Ampicilina 78,125 312,5 312,5 312,5
Benzilpenicilina 2500 625 2500 2500
Oxacilina 2500 625 2500 2500

*EHEPC: extrato hidroalcodlico do epicarpo de Passiflora cincinnata Mast.

Tabela 6: Atividade moduladora do extrato hidroalcodlico da polpa de Passiflora cincinnata Mast. em

combinagdo com aminoglicosideos e betalactamicos

Staphylococcus aureus Escherichia coli
03 08

Antibioticos Controle + EHPpC Controle + EHPpC
Amicacina 312,5 312,5 78,125 19,531
Gentamicina 312,5 312,5 39,06 39,06
Ampicilina 156,25 156,25 625 625
Benzilpenicilina 2500 625 2500 2500
Oxacilina 2500 2500 2500 2500

*EHPpC: extrato hidroalcodlico da polpa de Passiflora cincinnata Mast.
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Figura 1. Comparagdo do nimero de eventos moduladores dos extratos de P. cincinnata quando em
associa¢@o a aminoglicosideos e betalactamicos, frente as cepas de S. aureus 03 e E. coli 08.
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Tabela 7. Estudo comparativo da atividade de farmacos antimicrobianos das classes farmacoldgicas dos
aminoglicosideos e betalactdmicos quando em associagdo aos extratos hidroalcodlicos das partes aéreas

de P. cincinnata, sobre seus efeitos sinérgicos e antagdnicos.

Antimicrobianos S. aureus 03 E. coli 08 Total
AMINOGLICOSIDEOS

Amicacina 0 2 sinergismos 2
Gentamicina 1 sinergismo 0 1
BETALACTAMICOS

Ampicilina 3 antagonismos 0 3
Benzilpenicilina 5 sinergismos 1 sinergismo 6
Oxacilina 4 sinergismos 1 sinergismo 5
TOTAL 13 04 17
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5. CONCLUSOES

* A prospeccdo fitoquimica dos extratos hidroalcoolicos das partes aéreas (folhas,
hastes, epicarpo, polpa e sementes) de Passiflora cincinnata revelou a presenca
dos seguintes compostos, derivados do metabolismo secundario: taninos
condensados, flobabénicos, flavonas, flavononois, flavonois, xantonas, auronas,

flavanonas, leucoantocianidina, catequinas e alcaloides.

* A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato hidroalcoodlico das
folhas de Passiflora cincinnata Mast. (EHFPC) quantificou os seguintes
compostos: quercetina, acido cafeico, epicatequina, acido clorogénico, rutina,
acido gélico, acido eldgico, quercitrina, catequina e campferol. A determinagao
do teor de fenois totais e flavonoides no EHFPC confirma a presenca destas

classes de metabolitos.

e O EHFPC demonstrou atividade antioxidante.

* Os extratos hidroalcoodlicos de Passiflora cincinnata nao demonstraram
atividade sob o ponto de vista clinico. Entretanto, quando avaliados em
associacdo a fadrmacos antimicrobianos das classes dos aminoglicosideos e
betalactdmicos, os extratos mostraram atividade modulatoria sinérgica e

antagdnica.

* A avaliacdo da toxicidade aguda do EHFPC revelou que o extrato ndo apresenta
toxicidade nas doses testadas. A dose letal média do EHFPC por via oral ¢ maior

que 2000 mg/kg.

* O EHFPC mostrou atividade gastroprotetora nos modelos cldssicos de indugdo
de ulceras gastricas. Porém, o teste de barreira fisica descartou a possibilidade
desta protecao se dar por impedimento fisico causado pelo extrato, uma vez que
este também demonstrou atividade gastroprotetora quando administrado

intraperitonealmente.
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* O EHFPC apresentou atividade cicatrizante de lesdes cutineas induzidas no
dorso de camundongos, quando administrado topicamente (gel a 10%) e

comparado aos controles.
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ANEXOS

Anexo A: Copia do documento de autorizacdo para coleta da espécie vegetal, emitida
pelo SIBIO.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 32140-1 Data da Emisséo: 30/01/2012 09:00
Dados do titular
Nome: Ana Luiza de Albuguerque Siebra ICPF: 010.487.934-35
Titulo do Projeto: BIOPROSPECGAO DA ATIVIDADE FARMACOGNOSTICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Passifiora cincinnata
Mast.
. Nome da Instituigdo : Universidade Regional do Cariri lCNPJ: 06.740.864/0001-26

Cronograma de atividades

Descricao da atividade ] Inicio [Fim (més/ano)
1| Pesquisa cientifica __fo1r012 08/2013
De acordo com o art. 33 da | m ‘esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser
a do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua
emiss&o.

Observacoes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

obtidos por meio de recursos e técnicas que se destil ao estudo, 2 difus3o ou 4 pesquisa, estdo sujeitas a izag&o do Ministério de Ciéncia e Tecnol

Esta NAO exime o T titular e os de sua equipe da i de obter as i emoutros i bem
2 | como do consentimento do responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservagao estadual, distrital ou icipal, ou do i io, posseiro ou morador de 4rea dentro dos limites de unidade de conservagao

federal cujo processo de regularizagao fundiaria enconira-se em curso.
Este documento somente podera ser Utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrucéo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que

3 | especifica esta Autorizag8o, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.
(A autorizacao para envio ao exterior de material biolégico nao devera ser ida por meio do ico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 |Licenca para importacao ou exportacéoc de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em wso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.
|| Otitular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e i de captura direci sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
| | de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigao in situ.
O titular de autoriza¢éo ou de ﬂoenga assim como os. de sua equipe, quando da violagao da legislacio vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omissdo ou falsa a do ato, podera, decisao i tera i ou licenga
| | suspensa ou revogad pe!o ICMBio e o material biolé: coletado nos termos da legis| brasileira em vi
Este doaumemo nZo dispensa o mmpnmento da leglsla@o que dlspbe sobre acessoa componeme do patrimdnio genéuoo existente no territério nacional, na
T e nazona ou ao ao il io genético, para fins de pesquisa cientifica,
biopro: e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores it em www.mma.gov.br/cgen.
8 Em caso de pesquisa em UNID/ DE CONSERVACAO [ i titular desta i devera a istracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das & as para das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

Solicitar permiss3o dos proprietarios das areas de pesquisa.
Enviar a sede da UC um via do relatério final dos resultados da uisa.

Locais onde as atividades de campo serédo executadas

# Municipio [ _UF TDescri do local [Tipo ]|
1 _|CRATO |CE 1. ROTECAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE | UC Federal 1

Atividades X Taxons

#] Atividade | Taxons ]
o |Co|em de material botanico, flngico ou microbiolégi | Passil 1

Este o (Autorizagdo para atividades com

foi com base na Instrugio Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). »

Cadigo de autenticagdo: 37391884 I “llll
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Anexo B: Copia do documento de identificagdo da espécie, emitido pelo Herbario
Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri.

— Liliia

| < MFDO DF HFDRADIO

Remetente: N°01.2012

HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANURAUE-LIMA (HUUALIURLA
Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urca.br’
Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Bioléaicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campos do Pimenta - Cralo - CE

CFP- A2 10A100
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Anexo C: Copia do parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais, autorizando a
execucao do projeto de Mestrado.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA - CAMPUS CARIRI
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

ANALISE de PROJETO

N° de protocolo 10/2012

Nome do projeto |Avaliago do Perfil Quimico, Toxicoldgico e Farmacoldgico do Extrato
Hidroalcodlico das Folhas de Passiflora cincinnata MAST

Pesquisador Responsdvel n Ana Luiza de Albuquergue Siebra
Situagdo ] Aprovado H X Reprovado l u Pendente
Data da primeira andlise “ “ I{ Data do parecer final % 15 “ 03 “ 2013
PARECER

Na qualidade de Relator, designado para exarar parecer pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Curso de Medicina da Universidade Federal do Ceard no Cariri -
CEUA/UFC/CARIRI, ratifico a manifestagdo, que conclui na APROVACAO, do projeto
acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos

Observagdio: O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatério final da pesquisa & CEUA.

Barbalha - CE, 15 de margo de 2013

7l
Fr’;ﬁcisco Mauy{icio Teles Freire
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA
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Producao Cientifica



PRODUCAO CIENTIFICA

O projeto de mestrado possibilitou a formagdo multidisciplinar com estudos nas

seguintes areas: quimica, farmacologia e microbiologia dos produtos naturais, bem

como o desenvolvimento e participacdo em atividades complementares para aprofundar

e enriquecer o conhecimento e a formacao do profissional;

Artigo Publicado

Antiulcerogenic Activity of the Hydroalcoholic Extract of Leaves of Croton
campestris  A. St.-Hill in Rodents. Francisco E. B. Junior, Dayanne R. de
Oliveira, Elizangela B. Bento, Laura H. 1. Leite, Daniele O. Souza, Ana Luiza
A. Siebra, Renata S. Sampaio, Anita O.P.B. Martins, Andreza G. B. Ramos,
Saulo R. Tintino, Luiz J. Lacerda-Neto, Patricia R. L. Figueiredo, Larissa R.
Oliveira, Cristina K. S. Rodrigues, Valterlicio S. Sales, Francisco R. S. D. N.
Figueiredo, Emmily P. Nascimento, Alefe B. Monteiro, Erica N. Amaro, José G.
M. Costa, Henrique Douglas Melo Coutinho, Irwin R. A. de Menezes, and
Marta R. Kerntopf. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine.
2013. ID: 579346.

Artigos submetidos em Revistas Cientificas

"Atividade antimicrobiana e caracterizagdo fitoquimica dos extratos
hidroalcoolicos de Passiflora cincinnata Mast. (maracuja-do-mato)". Ana

Luiza de Albuquerque Siebra, Larissa Rolim de Oliveira, Anita Oliveira Brito

Pereira Bezerra Martins, Rosimeire Sabino Albuquerque, Nadghia Figueiredo
Leite, José Galberto Martins da Costa, David de Carvalho Siebra, Henrique
Douglas Melo Coutinho, Irwin Rose Alencar Menezes, Marta Regina Kerntopf.

Revista Cubana de Plantas Medicinales.

"Antiulcerogenic activity of the hydroalcoholic extract of leaves of Croton
campestris A. St.-Hill in rodents.," by Francisco Brito-Junior, Dayanne Oliveira,

Elizangela Bento, Laura Hévila Inocéncio Leite, Daniele Souza, Ana Luiza
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Siebra, Renata Sampaio, Anita Pereira, Andreza Ramos, Saulo R. Tintino, Luiz
Lacerda-Neto, Patricia R.L. figueiredo, Larissa Oliveira, Cristina Rodrigues,

Valter Sales.

“Actividad antibacteriana y moduladora de Cecropia pachystachya — Trécul.
Daniele Oliveira SOUZA, Saulo Relison TINTINO, Valterlucio Santos SALES,
Fernando Gomes FIGUEREDO, Laura Hévila INOCENCIO, Ana Luiza de
Albuquerque SIEBRA, Cristina Kelly de Souza RODRIGUES, Larissa Rolim
DE OLIVEIRA, Antonia Priscila PEREIRA, Maria Flaviana Bezerra MORAIS
BRAGA, Cicero Francisco Bezerra FELIPE, José Galberto MARTINS DA
COSTA, Henrique Douglas Melo CUITINHO, Irwin Rose Alencar DE
MENEZES & Marta Regina KERNTOPF. Boletin Latinoamericano y del Caribe

de plantas medicinales y aromaticas.

Resumos publicados em Anais de Congressos

“Antimicrobial activity “in vitro” of the hydroalcoholic extract of leaves
Passiflora cincinnata Mast. Passifloraceae”. Siebra, A.L.A., Oliveira, L.R.,
Braga, M.F.B.M, Kerntopf, M.R., Coutinho, H.D.M., Menezes, [.R.A, Costa,
J.G.M., Guedes, M.M., Andrade, T.A., Coutinho, T.S., Balbino, E. Em: 6"

Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry — BrazMrdChem 2012. Canela —
RS — Brasil, 28 a 31 de outubro de 2012.

“Antidepressant activity of the hydroalcoholic extract of Annona muricata in
mice”. Siebra, A.L.A, Kerntopf, M.R., Souza, D.O., Rodrigues, C.K.S, Sales,
V.S., Fernandes, C.N., Souza, H.H.F, Coutinho, H.D.M, Menezes, I.R.A, Felipe,

CFB. Em: VII Brazilian Symposium on Prarmacognosy and I International
Symposium on Pharmacognosy, 18 a 22 de abril de 2012, Ilhéus — Bahia —

Brasil.

“Avaliacdo do perfil quimico do extrato hidroalcoodlico das cascas de Astronium

fraxinifolium Schott ex.Spreng. (goncalavo)” Pereira, A.O.B., Sampaio, R.S,

160



Siebra, A. L. A; Souza, D.O; Kerntopf, M.R., Menezes, [.R.A.; Em: Simpdsio

Internacional de Plantas Medicinais e Nutraceuticos (3ISMNP) e na III
Conferéncia do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Frutos Tropicais,

14- 19 de outubro de 2012, Centro de Convencgdes de Sergipe, em Aracaju

Participacées em eventos cientificos

* [ International Symposium of Pharmacognosy, 18-22 de abril de 2012-Ilhéus-
BA-Brasil.

* 6th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry — BrazMedChem. 28 a 31 de
outubro de 2012 — Canela — RS — Brasil.

* Curso Topicos avangados de Farmacologia de Produtos Naturais, 22-26 de
outubro de 2012-Crato-CE-Brasil.
* Curso Tedrico em Modelos Experimentais em Psicofarmacologia, de 25 a 29 de

junho de 2012, na Universidade Regional do Cariri — URCA.

* Short-Course: Innovative Medicinal Chemistry in the Academic Laboratory, 31
de outubro de 2012.

*  Workshop on GPCRS — Novartis, 28 de outubro de 2012.

* Mini-Course: Evidence-based practice: natural products. VIII Brazilian
Symposium on Prarmacognosy and [ International Symposium on

Pharmacognosy, 18 a 22 de abril de 2012, I1héus — Bahia — Brasil.

e [ Jornada de Farmacia do Cariri/FJN. Intitulada como: Farmacéutico Generalista
e as Multiplas Perspectivas de Atuacdo Profissional. 22 a 26 de novembro de

2011. Juazeiro do Norte — Ceara — Brasil.

*  Workshop Escrita Cientifica, Promovido pelo Grupo de Pesquisa Tecnologias da

informag¢do e comunicag¢do, narratividade, sociedade e identidades plurais — UFC
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em conjunto com o Grupo de Pesquisa LASAMEC — FSP — USP. 7 e 8§ de
outubro de 2011. Barbalha — Ceara — Brasil.

Mini-cursos / Palestras ministradas

Diagnoéstico do Diabetes Mellitus e suas complicacdes através de andlises
bioquimicas (teoria e pratica), na XV Semana de Enfermagem da Universidade

Regional do Cariri — SENURCA. 21 a 26 de maio de 2012.

Técnica de Coleta de Sangue, na I Jornada de Farmacia do Cariri/FJN. Intitulada
como: Farmacéutico Generalista e as Multiplas Perspectivas de Atuacdo

Profissional. 22 a 26 de novembro de 2011. Juazeiro do Norte — Ceard — Brasil.

Disciplinas Cursadas

Bioestatistica (3 créditos);

Biologia da conservacao (4 créditos);

Quimica dos produtos naturais (4 créditos);

Seminarios I (2 créditos);

Ac¢a0 dos produtos naturais sobre o sistema nervoso (2 créditos);
Docéncia do ensino superior (2 créditos);

Farmacologia dos produtos naturais (4 créditos);

Seminarios II (2 créditos);

Técnicas de analise microbiana (2 créditos);

Dissertagao I (6 créditos);

Dissertagao II (6 créditos).
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