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RESUMO

Plantas amazonicas sdo usadas terapeuticamente em diversas condic¢Ges patologicas. O
uso do género Passiflora (Passifloraceae) é descrito na literatura para tratar doengas do SNC,
cardiovasculares, processos inflamatorios e dor. No entanto, a espécie Passiflora nitida Kunth
comumente conhecida como “maracuji-do-mato” e usada pela populacgdo local para distarbios
gastrointestinais, praticamente ndo foi estudada até o momento. Considerando o potencial
farmacologico do género, este trabalho teve por objetivo investigar fitoquimicamente a
espécie e estudar os efeitos sobre a coagulacdo sanguinea, agregagdo plaquetaria, inflamagéo,
nocicepcao e toxicidade de extratos de suas folhas. Os extratos aquoso (EA), etandlico (EE) e
hexanico (EH) foram obtidos pelo processo de maceracédo estatica & temperatura ambiente. Os
solventes foram eliminados por meio de rotaevaporador, sob pressdo reduzida (EE e EH) e
por meio de liofilizacdo (EA). Para a caracterizacdo fitoquimica foram realizados testes com:
prospeccdo fitoquimica, cromatografia em camada delgada, ressonancia magnética nuclear e
infravermelho. O efeito dos extratos sobre a coagulagédo foi avaliado pelos testes de tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) (n = 2-7). O efeito sobre
a agregacdo plaquetéria foi avaliado pelo método in vitro de Born e Cross (1963), usando
adenosina difosfato (ADP) e adrenalina (ADR) como indutores da agregagéo (n = 2-5). O
efeito do EE sobre a inflamacéo foi avaliado pelo teste do edema de pata em ratos Wistar,
enquanto o efeito sobre a nocicepcao foi avaliado pelos testes de contorcdes e da placa quente
em camundongos BALB/c (n = 5, via oral - v.0.). A indometacina foi utilizada como padréo
nos testes sobre a inflamacdo e de contorgdes e o citrato de fentanila, no teste da placa quente.
A citotoxicidade dos extratos foi avaliada frente a Artemia salina. A toxicidade do EE foi
avaliada pelas administragdes intraperitoneal (i.p.) ou oral em camundongos e a dose letal 50
(DLso) foi determinada para a via i.p. Os resultados foram avaliados pela anlise de variancia,
complementada pelo teste de Student-Newman-Keuls ou Tukey (P < 0,05) e expressos como
média £ erro padrdo da média, em relacdo aos controles. Os extratos EA, EE e EH
apresentaram atividade coagulante pelo teste do TP e o EE apresentou atividade
anticoagulante para o TTPa. Quando induzidos por ADP, os extratos EA, EE e EH
apresentaram valores de concentracdo inibitoria 50 % (Clso, mg/mL) de 450,5 + 50,7; 511,2 +
35,5 e 394,4 + 8,9, respectivamente, e quando induzidos por ADR apresentaram valores de
438,7 £5,2; 21,0 £ 1,9 e 546,9 £ 49,9, respectivamente. No teste do edema de pata, 0s grupos
tratados com EE nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg apresentaram inibicdo do edema de 6,0;
6,0 e 72,2 %, respectivamente. Houve um menor nimero de contor¢des nos grupos tratados
com 25 e 50 mg/kg no teste de contor¢des (0,6 £ 0,4 e 0,2 £ 0,2, respectivamente), comparado
ao grupo controle (9,0 £ 2,3). No teste da placa quente, a dose de 25 mg/kg aumentou o tempo
de laténcia (10,9 + 0,7 s), comparada ao grupo controle (5,0 + 0,6 s). Os extratos EA, EE e
EH ndo apresentaram citotoxicidade frente & Artemia salina. O EE ndo apresentou toxicidade
v.0. até a dose maxima de 5 g/kg, porém nos testes via i.p., a DLso foi de 466,6 mg/kg. No
entanto, o screening fitoquimico indicou também a presenca de cumarinas, compostos
cianogénicos e glicosideos cardioativos, o que torna necessaria a realizacdo de estudos
quimicos e toxicolégicos mais detalhados, visando utilizacdo segura terapeuticamente.

Palavras chave: Passiflora nitida Kunth, Constituintes Quimicos, Estudo Farmacoldgico
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ABSTRACT

Amazonian plants have been used therapeutically in several pathological conditions. The use
of Passiflora genus (Passifloraceae) has been described in the literature to treat CNS and
cardiovascular diseases, inflammatory processes and pain. However, the Passiflora nitida
Kunth species, commonly known as “maracuja-do-mato” and used by local population for
gastrointestinal disorders, had scarcely been studied so far. Considering the pharmacological
potential of the genus, this study aimed to phytochemically investigate the species and
studying effects on the blood coagulation, platelet aggregation, inflammation, nociception and
toxicity of extracts from its leaves. The aqueous (AE), ethanol (EE) and hexane (HE) extracts
were obtained by static maceration process at room temperature. The solvents were eliminated
by rotaevaporator under reduced pressure (EE and HE) and by freeze-drying process (AE).
Phytochemical screening, thin-layer chromatography, nuclear magnetic resonance and
infrared were carried out to the phytochemical characterization. The effect of the extracts on
the coagulation was evaluated by the prothrombin time (PT) and activated partial
thromboplastin time (aPTT) tests (n = 2-7). The effect on the platelet aggregation was
evaluated by the in vitro method of Born and Cross (1963), using adenosine diphosphate
(ADP) and adrenaline (ADR) as inducers of aggregation (n = 2-5). The effect of EE on the
inflammation was evaluated by paw edema test in Wistar rats, while the effect on the
nociception, was evaluated by the writhing and hot-plate tests in BALB/c mice (n = 5, orally -
v.0.). Indometacin was used as standard drug on the inflammation and writhing tests and
fentanyl citrate was used on the hot-plate test. The cytotoxicity of the extracts was evaluated
on the brine shrimp test. The toxicity of EE was evaluated by the intraperitoneal (i.p.) or oral
administrations in mice and the lethal dose 50 (LDsp) was determinated to the i.p. route. The
results were evaluated by analysis of variance, followed by the Student-Newman-Keuls or
Tukey tests (P <0.05) and expressed as mean + standard error of the mean in relation to the
controls. The AE, EE and HE extracts showed coagulant activity by the PT test and the EE
showed anticoagulant activity to the aPTT. When induced by ADP, the AE, EE and HE
extracts showed inhibitory concentration 50 % values (ICsg, 7g/mL) of 450.5 + 50.7, 511.2 +
35.5 and 394.4 £ 8.9, respectively, and when induced by ADR showed values of 438.7 £ 5.2,
21.0 £ 1.9 and 546.9 + 49.9, respectively. On the paw edema test, groups treated with EE at
50, 100 and 150 mg/kg doses showed edema inhibition of 6.0, 6.0 and 72.2 %, respectively.
There were fewer writhing in the groups treated with 25 and 50 mg/kg on the writhing test
(0.6 £ 0.4 and 0.2 £ 0.2, respectively), compared to the control group (9.0 + 2.3). On the hot-
plate test, the 25 mg/kg increased the latency time (10.9 £ 0.7 s), compared to the control
group (5.0 £ 0.6 s). The AE, EE and HE extracts showed no citotoxicity on the brine shrimp
test. The EE shows no toxicity v.o. until the maximum dose of 5 g/kg), however on the i.p.
tests, the LDso was 466.6 mg/kg. However, the phytochemical screening indicated also the
presence of coumarins, cyanogen compounds and cardioactive glycosides, which makes
necessary to perform more detailed chemical and toxicological studies aiming safe usage in
terms therapeutics.

Keywords: Passiflora nitida Kunth, Chemical Constituents, Pharmacological Study
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo empregadas na prevencao, tratamento, cura de distarbios,
disfuncbes ou doencas como primeiro recurso medicinal desde a Antiguidade, tendo
representado a base da terapéutica durante muitos anos. S&o usadas popularmente contra
varias doencas infecciosas e parasitarias, vetores, problemas crénico-degenerativos,
emagrecimento, para a regulacdo da menstruacdo, com intuito abortivo e até como antidoto ao
veneno de cobra (GARCIA et al., 1995; MACIEL et al., 2002; SILVA; CECHINEL-FILHO,
2002).

O interesse da populacdo em drogas de origem vegetal e o estimulo ao uso destas
deve-se a varias razdes, entre as quais, a dificuldade de acesso aos medicamentos
industrializados, os efeitos colaterais da terapéutica convencional, além do conceito
equivocado de que produtos naturais ndo fazem mal a saide (RATES, 2001; MACIEL et al.,
2002; TOLEDO et al., 2003). No entanto, a grande maioria das plantas medicinais é utilizada
de forma empirica, sem a devida comprovacao cientifica de suas virtudes farmacologicas.

Os produtos naturais servem como recurso para a inovacgdo na elaboragédo de drogas,
tendo um papel significativo na descoberta e compreensdo de vias celulares especificas de
doencas (NEWMAN et al., 2003; GULLO et al., 2006). Contudo, a transformagdo de uma
planta em um medicamento deve visar a preservacdo da integridade quimica do vegetal,
garantindo a constancia de sua acdo biologica e a sua seguranca de utilizacdo, além de
valorizar seu potencial terapéutico (TOLEDO et al., 2003).

As plantas podem ser submetidas & extracdo e procedimentos de purificagdo
sucessivos para isolar as combinacgdes de substancias de interesse, que podem por si sO ser

ativas e usadas diretamente como uma droga ou podem ser usadas como precursores em
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processos sintéticos ou modelos para sintese total de novas drogas, com atividades
farmacoldgicas bem definidas ou em estudos de relacdo estrutura-atividade (RATES, 2001).

O medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais, cuja composicdo ndo inclua substancias ativas de qualquer outra origem, nem as
associacOes destas com extratos vegetais, € denominado fitoterapico. Um fitoterapico também
é caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e consténcia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranga sdo validadas
através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagdo, documentacgdes tecnocientificas
em publicacdes ou ensaios clinicos de fase 11l (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2004a).

Apesar de diversas plantas terem sido estudadas do ponto de vista fitoquimico e de se
conhecer bastante sobre os seus usos populares, a realizagdo de ensaios bioquimicos e
bioldgicos para a identificacdo de atividades farmacolégicas em espécies amazbénicas € uma
area pouco desenvolvida. Partindo-se dessa premissa, escolheu-se como objeto deste estudo, o
maracuja-do-mato (Passiflora nitida Kunth), originario da Amazonia, cujas propriedades
terapéuticas praticamente ndo tinham sido estudadas até o momento. Estudos ja comprovaram
algumas propriedades farmacoldgicas em outras espécies do género Passiflora, tais como
antiinflamatdria, antinociceptiva, ansiolitica, sedativa e antihipertensiva, as quais foram
relacionadas principalmente a presenca de compostos flavonoidicos (SOULIMANI et al.,
1997; DI STASI et al., 2002; DHAWAN; SHARMA, 2002b, 2003; DHAWAN et al., 2004;
BENINCA et al., 2007). Tendo em vista 0 potencial terapéutico do género, realizaram-se
ensaios visando elucidar alguns aspectos fitoquimicos, farmacolédgicos e de toxicidade da

Passiflora nitida Kunth.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Passiflora

A familia Passifloraceae, possui cerca de 70 géneros e 600 espécies vegetais. Mais da
metade dessas espécies esta incluida no género Passiflora, tendo distribuicdo principalmente
em regides tropicais e subtropicais e uso popular em diversas areas (HOPKINS; SOUZA,
1999; DI STASI et al.,, 2002; DHAWAN et al., 2004; SANTOS et al., 2005; MOBOT -
MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2008).

Varias espécies do género Passiflora, denominadas popularmente como maracuja, sao
empregadas extensivamente na medicina popular em muitos paises, sob diversas formas
farmacéuticas. Algumas espécies deste género e suas respectivas utilizacBes estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies do género Passiflora e suas respectivas utilizacbes

Espécie Utilizagéo Parte da planta Forma utilizada
: L x 33 Extratos hidro-alcodlico e
Passiflora actinia | - Sedacéo Folha metandlico
Aterogenicidade, cardioprotecdo™®
Hipnose® Extrato aquoso
Inflamag&o®®
Insonia® Folha Extrato etandlico
Ansiedade® "
Hipnosedagao® Extrato hidro-alcodlico™
P. alata . Antioxidacao®
Algumas condices dolorosas,
ansiedade, distdrbios nervosos da Solugdo liquida de uso
menopausa, insonia, irritacdo da oral (3 x dia)

mucosa respiratoria, tosse seca™

Dor, reducéo da atividade motora
espontanea™




Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

21

(continuacdo da Tabela 1)

Espécie Utilizagdo Parte da planta Forma utilizada
Inducdo de vomito, pneumonia
LY . 15 Folha
(antimicrobiano moderado)
Ansiedade, sedagdo™ Fruto
P. caerulea Diurético, sedacdo, verminose™ Raiz -
Espasmo, insonia (devida diversas
condig¢des nervosas, mas nao a -
dor)®
P. capsularis Emenagogo - -
. Problemas cardiacos, sedago® Folha Cha
P. coccinia ————— -
Conjuntivite Galho Seiva

P. contrayerva

Antidoto, obstruco, revigoragio™

Casca, caule e

P. coriacea Antioxidante® folha Extrato hexanico
Hipertensao® Casca Extrato metandlico
Disenteria, hipertensao™ Cha
Inflamagéo® %% * Extrato aquoso
Leishmaniose’
Dor, febre, inflamagao® Extrato etandlico
Hipnose, sedacio®
Cicatrizacéo de feridas e
inflamagao® 2224 % Extrato hidro-alcodlico
Antioxidante®
Folha Infuséo: 2 colheres (sopa)
de folhas secas de
maracuja para 1 xicara de

Calmante (preparador para 0 sono agua (tomar uma xicara
tranqiiilo)® no comego da noite e

outra no momento de

deitar-se para dormir),

suco
Ansiedade, nervosismo* -
P. edulis Carcinoma gastrico, constipacgao, Fruto )

estimulago digestiva®™

Insonia®®

Ansiedade, sedacio®

Partes aéreas

Pds preparados em
solugdo hidro-alcodlica
(etanol:agua - 4:6),
usando didxido de silicio
coloidal, Aerosil 200°,
como adjuvante de
secagem

Estresse, insonia, maldria,
taquicardia, tosse nervosa’
Antifingico moderado contra
Microsporum gypseum,
Chrysosporium tropicum e
Trichophyton terrestre,
helmintiase, célicas de criancas,
diarréia, diurético, estimulante,
sedacdo, sintomas da menopausa,
tonico™
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(continuacdo da Tabela 1)

Espécie Utilizagdo Parte da planta Forma utilizada
Atividade antimicrobiana contra Casca, caule e A
Escherichia coli® folha Extrato hexanico
Asma, irritabilidade’ Decocto
Histeria, insonia™ Infusdo
Emenagogo e, quando aplicada na Folha
P. foetida cabeca, para dor de cabeca e -
vertigem™
Indugo de vomito™ Fruto -
Doencas de pele com !n_flam?sgao, Logo, cataplasma
como por exemplo, erisipela -
Fortificante® -
Vomitiva, tenicida (em pequenas
P. glandularis doses, pois € considerada um Raiz -
veneno poderoso)®
Ansiedade!? 1® C%ﬂ:ieﬁtg?rr]’tgﬁg]a’ Extrato metanolico
Ansiedade, distlrbios nervosos, . -
e ~ 1,30 Extrato hidro-alcoodlico
insbnia, tensdo muscular Flor, folha e fruto (Passipay™)
Convulsao® hay
Inflamago™® Flor, fruto Extrato etandlico
Tosse'® Extrato metandlico
x 3 Infuséo (4-8 g),
Sedagao tintura (1:8)
o Folha Tintura (Herpes)
B
transmitidas, inclusive da AIDS™ membranous e
' Lomatium dissectum
Sedacao™ ¥ Extrato aquoso
Ansiedade™ 13 %
Reducéo de dependéncia produzida Extrat
por substancias propensas ao vicio Parte aérea X r?l,olss, 14,17
como, por exemplo, alcool etilico mgtanollco i 15 37e
e N LY hidro-alcodlico™
canabindides, morfina e nicotina
) Estimulacao sexual®’
P. incarnata Ulcera dolorosa®®

Reducdo de dependéncia produzida
por opiaceos, como por exemplo,
morfina e codeina’

Ansiedade, asma, convuls&o,
diarréia, dismenorréia, dor,
epilepsia, espasmo (inclusive em
meningite), excesso de trabalho
mental, fobia e medo relacionados
a0 estresse em pacientes com
cancer, hemorrdida, histeria,
inquietude da febre tifoide e do
tétano, insonia, irritabilidade
nervosa resultante de doencas
prolongadas, manifestacdes
nervosas em problemas menstruais
(inclusive na menopausa),
narcético, neuralgia, neurastenia,
neurose, queimadura, reducéo de
dependéncia produzida por
morfina'®

Extrato aquoso

Extrato
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(continuacdo da Tabela 1)

Espécie Utilizagao Parte da planta Forma utilizada

Terapia de reposi¢do de estrogénio
em mulheres na p6s-menopausa,

Cont. P. incarnata . 15
verminose

Sedagdo™> '
. 25 . Decoccéo salificada
P. laurifolia Verminose Raiz consumida a frio
Taquicardia®™ - -
P. macrocarpa Insonia’® - -
P. maliformis Febre intermitente™ - Suco
P. mollissima Hiperglicemia® Folha Extrato etanélico
Anpogldan_te, atividade o Casca, caule e o
- antimicrobiana contra Escherichia Extrato hexanico
P. nitida coli® folha
Problemas gastrointestinais®’ - -
_ Anpogldan_te, atividade o Casca, caule e o
P. palmeri antimicrobiana contra Escherichia folha Extrato hexanico
coli®
P. pedunculata Caule

P. sexflora Picada de cobra® Partes aéreas -
P. vitifolia -
Diabetes, pressio alta™ Folha Cha
P. quadrangularis Hipertens&o®®
Dor de cabeca, sedagdo™ -
15
P. suberosa Banho para dognga; ﬂ,e pele Folha Decocto
Emenagogo, histeria Raiz
P. tenuifila Antioxidante® Casci%”c]zule ¢ Extrato hexanico

! AKHONDZADEH et al., 2001a
2 AKHONDZADEH et al., 2001b
® ANVISA, 2000

* BARBOSA, 2006

> BENDINI et al., 2006

® BENINCA et al., 2007

" BEZERRA, Jeamile et al., 2006
8 BEZERRA, José et al., 2006

° BORRAS, 2003

10 BORRELLI et al., 1996

1 DHAWAN et al., 2001a

2 DHAWAN et al., 2001b

* DHAWAN et al., 2001c

“ DHAWAN et al., 2003

> DHAWAN et al., 2004

1 DHAWAN; SHARMA, 2002a
' DHAWAN; SHARMA, 2002b
¥ DI STASI et al., 2002

Y DOYAMA et al., 2005

2 EDWIN et al., 2007

2 FENNER, 2006

22 GARROS et al., 2006

2 GOMES et al., 2006

* GONCALVES-FILHO et al., 2006
% GRENAND et al., 1987

% |ICHIMURA et al., 2006

7 |PGRI; CIRAD - INTERNATIONAL PLANT
GENETIC RESOURCES INSTITUTE; CENTRE
DE COOPERATION INTERNATIONALE EN
RECHERCHE AGRONOMIQUE POUR LE
DEVELOPPEMENT, 2006

%8 |LANS, 2006

% MONTANHER et al., 2007
% NASSIRI-ASL et al., 2007
*1 PROVENSI, 2007

* RUDNICKI et al., 2007

¥ SANTOS et al., 2005

# SILVA et al., 2001

® SILVA et al., 2006

* SILVA; FREIRE, 2000

¥ SOULIMANI et al., 1997
¥ VARGAS et al., 2007
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2.1.1 Plassiflora nitida Kunth

Passiflora nitida (Figura 1), conhecida popularmente como maracuja-do-mato,
maracuja-de-cheiro, maracuja-de-rato e maracujd-suspiro, &€ uma espécie silvestre originaria
da Amazonia e esta dispersa por todo o norte da América do Sul (MORAES et al., 2002; INPI
- INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL, 2006; JUNQUEIRA et al.,
2007).

Sobre sua morfologia externa apresentada na Figura 1, trata-se de uma herbacea ou
lenhosa de folhas de superficie cartaceas a coridceas, opacas e envernizadas. Apresenta
nervuras terciarias distintamente percurrentes, retas e obliquas. Suas nervuras secundérias
apresentam glandulas terminais um pouco proeminentes. As margens sao levemente dentadas

(HOPKINS; SOUZA, 1999).

Figura 1 - Morfologia externa do maracuja-do-mato (Passiflora nitida Kunth).
FONTE: HOPKINS; SOUZA, 1999
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A planta cresce espontaneamente em vegetacdo secundaria, beira de rios e estradas e
seus frutos (Figura 2) sdo consumidos in natura pela populacdo local (HOPKINS; SOUZA,
1999; MORAES et al., 2002; INPI, 2006). Uma das principais utilizagbes medicinais da

espécie é em distdrbios gastrointestinais (IPGRI; CIRAD, 2006).

Figura 2 - Fruto do maracuja-do-mato (Passiflora nitida Kunth).

FONTE: Retirado de
<http://www.ciat.cgiar.org/ipgri/fruits_from_americas/frutales/Ficha%20Passiflora%20nitida.htm>. Acesso em:
26 abr. 2006

2.1.2 Atividades farmacologicas

A atividade antiinflamatéria de espécies do género Passiflora foi comprovada
cientificamente para a P. incarnata (BORRELLI et al., 1996), P. edulis (SILVA et al., 2001,
BEZERRA, José et al., 2006; GARROS et al., 2006; GOMES et al., 2006; GONCALVES-
FILHO et al., 2006; SILVA et al., 2006; BENINCA et al., 2007; MONTANHER et al., 2007;
VARGAS et al, 2007) e Passiflora alata (VARGAS et al., 2007). A atividade

antinociceptiva, por sua vez, foi comprovada para a P. edulis (SILVA et al., 2001).
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Neste estudo, além dessas atividades antiinflamatoria e antinociceptiva, foram
enfocadas as propriedades antiagregante plaquetéria e coagulante/anticoagulante, que ainda
néo haviam sido relatadas para o género.

Os flavonoides, glicosideos, alcaldides, compostos fendlicos e componentes
cianogénicos tém sido relatados como os principais fitocomponentes das espécies de
Passiflora. No entanto, as atividades farmacoldgicas destas espécies tém sido geralmente
atribuidas aos componentes flavonoidicos, por exemplo, benzoflavonas tri-substituidas,
crisina e vitexina (OGA et al., 1984; RHAMAN et al., 1997; SOULIMANI et al., 1997;
DHAWAN et al., 2001a, 2003, 2004; DI STASI et al., 2002; DHAWAN; SHARMA, 2002b,
2003; DOYAMA et al., 2005; FENNER, 2006; BENINCA et al., 2007; BOAS, 2007;
PROVENSI, 2007).

Na coagulacdo sangiinea, os flavonoides previnem a redugdo da forma oxidada de
vitamina K (HAVSTEEN, 2002).

As atividades antiinflamatéria e antiagregante plaquetaria dos flavondides sdo
fosfolipase A, (PLA;) no metabolismo do araquidonato, reduzindo a concentragdo de
prostandides e leucotrienos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Quanto a atividade analgésica, os flavonoides tém um efeito de alivio de dor imediato
em ferimentos de pele apds picadas de inseto ou de cobra, queimaduras ou corte. Este
mecanismo pode facilmente ser explicado pela inibi¢cdo da formacéo de prostaglandina (PG).
Alguns flavondides estimulam macréfagos, impedem a producdo adicional de eicosandides,
alguns dos quais liberam peptideos indutores de dor, p. ex., substancia P e bradicinina; e
destroem o excesso de oxidantes. Dessa forma, eles sustentam a retomada do estado normal

no tecido inflamado (HAVSTEEN, 2002).
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Os estudos de Passiflora nitida presentes na literatura, dizem respeito a atividade

antimicrobiana contra Escherichia coli e a atividade antioxidante (BENDINI et al., 2006).

2.2 Avaliacao da Coagulacdo Sanglinea e da Agregacdo Plaquetaria

A hemostasia é um processo fisiolégico envolvido com a fluidez do sangue e com o
controle de sangramento quando ocorre lesdo vascular. Depende da acgdo integrada de trés
componentes fundamentais: parede vascular, plaquetas e sistema de coagulacdo. Disturbios da
hemostasia sdo freqiientes na pratica e responsaveis por inimeras condi¢cdes patologicas
(GUYTON; HALL, 2002; METZE, 2006).

As plaguetas passam pelas etapas de adesdo, secre¢édo e agregacdo, com a finalidade
de cumprir seu papel na hemostasia, ou seja, formar o trombo plaquetéario. A agregacéo é
iniciada pela liberacdo de adenosina difosfato (ADP) e é o processo em que as plaquetas
aderem umas as outras e formam um agregado. Entre as plaquetas desgranuladas, forma-se
fibrina filamentosa, que juntamente com as préprias plaquetas, constitui o tampao plaquetario.
A agregacdo plaquetéria ocorre constantemente para reparar pequenos defeitos que ocorrem
nos vasos sangiineos durante toda a vida. Além de formar esses tampdes hemostaticos, a
agregacdo é também importante na coagulacdo do sangue, pois apds sua ativacdo ha aumento
dos fosfolipideos com carga negativa na superficie plaquetaria que aceleram a formagdo da
trombina. A agregacdo é estimulada por varios fatores, sobretudo ADP, tromboxano A;
(TXA?) e trombina. O 6xido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGI;) séo inibidores da agregacéo
(BERNE et al., 2004; METZE, 2006).

Admitem-se, hoje, duas vias possiveis, uma extrinseca e outra intrinseca, capazes de

ativar a coagulacdo sangliinea e que confluem ativando o fator X e liberando os fosfolipidios
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complexos. Este conjunto, unindo-se ao fator V e na presenca de fons calcio (Ca™), leva a
passagem de protrombina para trombina (BARRETO-NETTO et al., 2004).

Os testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) sdo destinados a medir quedas da velocidade da coagulagdo provocadas por
tendéncias hemorrdgicas ou pelo uso de medicacdo anticoagulante. Por serem ambos
econdmicos, rapidos e relativamente precisos, sdo métodos muito convenientes para as rotinas
médicas (TERRA, 2004).

Particularmente, o TP € utilizado para detectar graus clinicamente significativos de
caréncias de fatores da via extrinseca da coagulacdo (fator VII) e, como prova de funcéo
hepética, enquanto o TTPa é utilizado para a via intrinseca (fatores VIII, 1X, XI, XII). O
método coagulométrico (método da turbidez) foi utilizado para avaliar o TP e 0 TTPa. A
trombina catalisada da conversdo de fibrinogénio para fibrina € a reacdo final na cascata de
coagulacdo. A formac&o da fibrina resulta em aumento da turbidez na amostra que € detectada
pelo fotdmetro e o tempo entre o inicio da deteccdo fotométrica e o “ponto de viragem” da
curva de reacdo € o resultado, o qual é descrito em segundos (OSONIYI; ONAJOBI, 2003;
TERRA, 2004).

Segundo Bernardi e Moreira (2005), o teste de agregacdo plaquetaria tem por
finalidade avaliar a funcdo das plaquetas frente a exploracdo de diferentes vias de ativacao
plaquetaria in vitro, podendo ser realizado em um agregdmetro de plaquetas, o qual mensura
uma combinacgdo de absor¢do e dispersdo de luz, podendo realizar leituras nefelométricas ou
fotométricas.

A avaliacdo da agregacgdo plaquetéria pelo método de Born e Cross (1963) baseia-se
nas seguintes etapas: a) apos centrifugacdo (rpida e em baixa rotacéo) de sangue citratado do
paciente, obtém-se plasma rico em plaquetas (PRP); b) juntando-se a este plasma um agente

indutor de agregacdo plaquetéaria (ADP, coladgeno, ADR, trombina e acido araquiddnico),
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provoca-se a agregacdo das plaquetas; ¢) os grumos formados deixam o solvente mais
transparente, ou melhor, menos turvo do que a suspenséo original; d) determina-se a diferenca
entre as leituras registradas pelo sistema fotoelétrico antes e ap0s a agregacdo. Um
agregdbmetro é, portanto, em ultima instancia, um fotdmetro capaz de efetuar leituras
turbidimétricas. O mesmo registra alteracfes na transmissdo da luz, pois ao adicionar agentes
indutores de agregacgdo plaquetéaria, tem-se um decréscimo dessa devido a mudancga na forma
das plaquetas, que passam de discoides a esféricas, sendo que a agregagdo plaquetéaria
continua permite com que o meio fique mais claro, possibilitando assim uma maior
transmissédo da luz (TERRA, 2004; BERNARDI; MOREIRA, 2005).

O teste de agregacdo plaquetdria permite avaliar parametros temporais, semi-
quantitativos e qualitativos da funcdo das plaquetas frente a varios agentes agregantes,
podendo-se utilizar o PRP ou o sangue total. Essa técnica tem sido descrita como
representando o melhor auxilio diagnéstico laboratorial na verificagdo dos distlrbios
qualitativos adquiridos ou congénitos das plaquetas, comparativamente aos outros testes que

avaliam a hemostasia priméaria (TERRA, 2004; BERNARDI; MOREIRA, 2005).

2.3 Avaliacao da Inflamacéo e da Nocicepgao

Quando ocorre lesdo tecidual, seja ela causada por bactérias, traumatismo, substancias
quimicas, calor ou qualquer outro fendmeno, os tecidos lesados liberam multiplas substancias
que provocam alteracdes radicais secundarias nos tecidos. Todo o complexo das alteracbes
teciduais observadas € denominado inflamacdo. A inflamacdo caracteriza-se por: (1)
vasodilatacdo dos vasos sangliineos locais, com consequente excesso de fluxo sangliineo
local: (2) aumento da permeabilidade dos capilares, permitindo o extravasamento de grande

quantidade de liquido nos espagos intersticiais: (3) com frequéncia, coagulacdo do liquido nos
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espacos intersticiais, devido & quantidade excessiva de fibrinogénio e de outras proteinas que
extravasam dos capilares; (4) migracdo de inimeros granuldcitos e mondcitos para o tecido; e
(5) edema das células. Alguns dos inimeros produtos teciduais que causam essas reagdes
incluem histamina, bradicinina, serotonina, prostaglandinas, diferentes produtos de reagéo do
sistema do complemento, produtos de rea¢do do sistema da coagulagdo sanguinea e mualtiplas
substancias, denominadas linfocinas, que sdo liberadas pelos linfécitos T sensibilizados
(GUYTON; HALL, 2002; PEREIRA; BOGLIOLO, 2006).

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2008) define dor como uma
“experiéncia desagradavel, de natureza sensorial, cognitiva e emocional, associada a dano
tissular real ou potencial”. Essa definicdo engloba ndo apenas a dor inflamatoria, mas também
a dor neurogénica resultante da estimulagéo direta do nociceptor e a dor neuropética derivada
de anormalidade neurofisioldgicas ou morfoldgicas, envolvendo fibras sensoriais.

Apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de comunicar verbalmente a
ocorréncia da dor, quando sdo submetidos a um estimulo reconhecidamente nociceptivo eles
exibem respostas comportamentais, motoras e fisiologicas semelhantes as observadas em
seres humanos. A partir da avaliagdo destes parametros, pode-se inferir que um animal esta
experimentando uma resposta algica, avaliar sua intensidade e estudar como drogas
potencialmente analgésicas interferem no processo, por compara¢do com drogas-padréo
(LAPA et al., 2005).

Todavia, dada as limitagdes cognitivas que os estudos desta natureza apresentam, é
aconselhdvel ndo usar o termo “dor” quando o sujeito experimental ndo pode definir
verbalmente a resposta. Assim torna-se preferivel a utilizacdo do termo “resposta nociceptiva”
neste contexto. O termo “nocicepcdo” engloba as respostas comportamentais e
neurofisiolégicas da dor, dissociando-as do carater cognitivo-afetivo da resposta. A percepgdo

de estimulos néxicos, denominada de “nocicep¢do”, ndo &, portanto, a mesma coisa que dor,
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que é experiéncia subjetiva e inclui um forte componente emocional (afetivo). A quantidade
de dor que um estimulo particular produz depende de muitos outros fatores além do proprio
estimulo. A intensidade de uma resposta nociceptiva, por sua vez, é resultante da acéo
combinada de numerosos mediadores quimicos que, atuando em sitios periféricos, medulares
ou centrais, exacerbam ou modulam esta resposta (RANG et al., 2004; LAPA et al., 2005).

O efeito sobre a inflamagdo avaliado pelo teste do edema de pata em roedores,
consiste em induzir o edema pela injecdo subplantar (s.pl.) de carragenina, que é um agente
flogdgeno que induz uma resposta inflamatdria na pata. A inje¢do subcutanea de carragenina
na pata de ratos ou camundongos induz aumento agudo e progressivo do volume da pata
injetada. Este edema é proporcional a intensidade da resposta inflamatéria, constituindo um
pardmetro Gtil na avaliacdo da atividade antiinflamatoria de novos compostos. O
pletismémetro mede o volume liquido deslocado e o traduz de forma digital (WINTER et al.,
1962; LAPA et al., 2005).

A quantificacdo da reagdo animal a estimulagdo dolorosa é um dos desafios na
pesquisa farmacoldgica e diversas metodologias tém sido propostas. O teste de Randall e
Selitto (1957) € um dos mais usados mundialmente nas determinacfes de rotina de respostas
nociceptivas de animais. Em geral, este teste € baseado na determinacdo da resposta limiar a
estimulacdo dolorosa através da pressdo da pata de roedores, usando animais normais, assim
como, animais que tiveram inflamacéo induzida por algum dos métodos disponiveis.

O efeito sobre a nocicepgdo avaliado pelo teste de contor¢fes abdominais em
roedores, decorre da aplicacdo de um estimulo nociceptivo por via intraperitoneal (i.p.). A
contagem do numero de contor¢bes (caracterizada por contragdo e rotacdo do abdémen,
seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras) ocorridas em um intervalo de
tempo pré-determinado € tomada como indice da resposta nocicepiva em funcdo do tempo. O

estimulo utilizado na maioria dos testes envolvendo este método é o acido acético, que é
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conveniente para os testes de triagem por produzir uma resposta cuja intensidade depende da
interacdo dos varios eventos, neurotransmissores e neuromoduladores que determinam a
nocicepcao. Assim, este modelo serd sensivel a substancias analgésicas de acéo central e/ou
periférica dotadas dos mais variados mecanismos de a¢do (COLLIER et al., 1968; LAPA et
al., 2005).

A quantificacdo da reagdo animal a estimulagdo térmica pode ser avaliada pelo teste da
placa quente, no qual a colocacdo do animal sobre uma superficie aquecida a mais de 50 graus
Celsius (°C) determinard uma resposta caracteristica, na qual o animal troca rapidamente o
apoio dos pés (“sapateia™), levanta, anda rapido ou lambe uma das patas. A laténcia para o
desaparecimento desta resposta, cronometrado em segundos, pode ser considerada como
indicativo da intensidade da resposta nociceptiva a um estimulo térmico. A reducdo da
temperatura da placa quente para 46-49 °C, associada a aplicacdo de um estimulo inflamatério
intraplantar, fornece um modelo simples e sensivel para a avaliacdo da hiperalgesia térmica

(LAPA et al., 2005).

2.4 Toxicidade

Toxicidade é a capacidade de substancias exdgenas provocarem efeitos nocivos em
organismos vivos, podendo estes se manifestar apds uma Gnica exposi¢ao ou apos repetidas
exposicOes. Para a avaliagcdo da capacidade tdxica, inclusive de produtos de origem vegetal,
sdo recomendados estudos de relacdo dose/resposta utilizando preferencialmente a via oral
como via de administracdo, porém, a escolha da via pode ser baseada na utilizacdo planejada
para o produto. Os resultados desses estudos conduzem ao calculo da dose letal 50 (DLsp),
que representa a probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em 50 % dos animais

de uma populacéo, util para identificar a toxicidade relativa da substancia (OGA, 1996).
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Neste tipo de estudo é muito utilizado o microcrustdceo Artemia salina Leach
(camardo de salmoura), dada a alta sensibilidade desse organismo as variacdes de ambiente.
Os resultados deste teste servem ainda de parametro de atividade farmacoldgica, visto que
esta pode se manifestar como toxicidade ao camardo. Ja existem trabalhos que indicam uma
relagdo entre a DLsy calculada no teste de Artemia salina e determinadas atividades
bioldgicas: substéncias cuja DLso estiver na faixa entre 80 pg/mL e 250 pg/mL podem
apresentar atividade tripanossomicida, por outro lado, substancias com toxicidade menor que

145 pg/mL podem apresentar atividade anti-tumoral (DOLABELA, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar propriedades fitoquimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas de extratos das

folhas do maracuja-do-mato (Passiflora nitida Kunth).

3.2 Especificos

3.2.1 Investigar as caracteristicas fitoquimicas das folhas da espécie;
3.2.2 Estudar os efeitos dos extratos brutos sobre a coagulacdo sangiinea, agregacdo
plaquetéria, inflamacao e nocicepgéo;

3.2.3 Averiguar o possivel efeito toxico dos extratos brutos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo experimental que averiguou algumas propriedades quimicas das
folhas de Passiflora nitida Kunth (maracuja-do-mato), assim como o efeito sobre a
coagulacdo sanglinea, agregacdo plaquetéria, inflamacdo, nocicepcdo e a toxicidade dos
extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH), através de ensaios fitoquimicos,

biol6gicos e bioguimicos.

4.2 Procedimentos Eticos

O trabalho faz parte do Projeto de Pesquisa do MCT/CNPg/CT-Amazonia, intitulado:
“ldentificacdo de espécies botanicas amazoOnicas como potenciais fitoterdpicos: estudos
etnoboténicos, fitoquimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos”, que foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (CEP/UFAM), Processo
038/2006.

O trabalho foi realizado observando-se os Principios Eticos na Experimentagio

Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (1991).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

36

4.3 Equipamentos, Materiais, Farmacos e Reagentes
4.3.1 Equipamentos

- Agregdmetro de plaquetas (Qualiterm, modelo PA-04, Sao Paulo, SP, Brasil);

- Analgesimetro (Panlab s.I., modelo LE 7306, Barcelona, Espanha);

- Analisador hematoldgico (Sysmex; modelo KX-21N, Los Amitos, California, EUA);

- Autoclave (Fanem®, modelo 415/2, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil);

- Balanca analitica eletrénica (Bioprecisa, TDS, modelo FA - 2104N, Tijucas do Sul,
Parana, Brasil);

- Balanca semi-analitica eletronica (Marteo, modelo AS 5000C, Santa Rita do
Sapucai, Minas Gerais, Brasil);

- Banho-maria (Kacil, modelo BM-02, Recife, Pernambuco, Brasil);

- Camara escura (Tecnal, modelo TE-540, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil);

- Centrifuga (Nova Técnica, modelo NT 810, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);

- Coagulémetro (Teco, modelo Coatrom M1, Alemanha);

- Espectrémetro de infravermelho (Perkin Elmero, modelo Spectrum 3000, Waltham,
Massachusetts, EUA);

- Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear (Varian, modelo Inova 500, Palo
Alto, Canada, EUA);

- Estufa (Fanem®, modelo 320SE, Guarulhos, S&o Paulo, Brasil);

- Liofilizador (Terroni®, LS 3000, Sao Carlos, S&o Paulo, Brasil);

- Minicompressor de ar para aquario;

- Moinho de facas;

- Placa quente (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

- Pletismometro (Panlab s.l., modelo LE 7500, Barcelona, Espanha);

- Rotoevaporador (Marconio, modelo MA-120, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil).
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4.3.2 Materiais

- Cromatofolhas de aluminio impregnadas com silica gel (Merck®, Darmstadt,
Alemanha);

- Materiais, micropipetas e vidrarias (graduadas e ndo graduadas) usuais de
laboratorio;

- Materiais para coleta sangliinea.

4.3.3 Farmacos e reagentes

- Acidos, bases, sais e solventes de alto grau de pureza analitica (P.A.);

- Agentes indutores de agregacdo plaquetaria: adenosina difosfato (Sigma-Aldrich®,
Saint Louis, Missouri, EUA) e adrenalina (Chrono-log, Havertown, Pennsylvania,
EUA);

- Agente antiinflamatorio: carragenina (Fluka, Buchs, Suica);

- Agua deuterada e metanol deuterado (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
Massachusetts, EUA);

- Kits comerciais para testes de coagulagdo sangliinea (TP e TTPa): HemoStat
Thromboplastin-SI (PT-SI) e HemoStat aPTT-EL (Human; Wiesbaden, Hessen,
Alemanha);

- Padrées indometacina (Indocid®; Merck; New Jersey, EUA) e citrato de fentanila
(Fentanest®; Cristalia; Itapira, S30 Paulo, Brasil);

- Reagentes 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), sulfato cérico [Ce(SO,),] e Folin-

Ciocalteau (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA).
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4.4 Operagdes Preliminares
4.4.1 Coleta da amostra

Folhas de Passiflora nitida foram coletadas na comunidade ribeirinha do Careiro-
Castanho, municipio do Careiro no Estado do Amazonas, pelo mateiro Francisco Medeiros

Cavalcante, nos meses de janeiro e fevereiro de 2007.

4.4.2 Identificacdo da espécie

A espécie do género Passiflora foi taxonomicamente identificada com o auxilio do

Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde foi comparada com a

exsicata de nimero 209547 da cole¢do armazenada (Figuras 3-5).

F XSS e

Figura 3 - Passiflora nitida. Figura 4 - Espécime de P. Figura 5 - Espécime de P. nitida
FONTE: Retirado de nitida Kunth da cole¢do do Kunth coletado e comparado.
<http://www.florabrasiliensis. Herbario do INPA.

cria.org.br>. Acesso em: 14 abr.

2008
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4.4.3 Preparacao da matéria-prima vegetal (MPV)

As folhas de Passiflora nitida foram selecionadas, devidamente limpas com flanela e
secas em estufa com circulacdo interna de ar a 40 °C, por um periodo de sete dias, até que
apresentassem aspecto quebradigo. Posteriormente, a amostra foi pulverizada em moinho de
facas, constituindo, entdo, a matéria-prima vegetal (MPV) que foi utilizada nas andlises desse

estudo, estando o processo ilustrado na Figura 6.

Pk

= s
W &
4. Trituragéo 3. Secagem

5. MPV

Figura 6 - Processo de preparacdo da MPV (folhas de Passiflora nitida Kunth).
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4.4.4 Obtencao dos extratos

Os extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) de P. nitida foram
obtidos a partir de trés aliquotas de 200 gramas (g) de MPV, atraves do método de maceracao
estatica com 1000 mililitros (mL) de solvente respectivo a cada tipo de extracdo, a
temperatura ambiente, por um periodo de sete dias.

Apoés filtragbes, o solvente dos extratos EE e EH foram evaporados em
rotaevaporador, sob pressdo reduzida e baixa temperatura, ja o extrato EA foi liofilizado,
gerando os extratos brutos da planta, que foram utilizados nos ensaios realizados, conforme o
processo ilustrado na Figura 7 (GAILLIOT, 1998; MACIEL et al., 2002; FALKENBERG et

al., 2007).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

41

1. MPV (folhas secas de P. nitida)

% l N

Maceracdo e filtragdo

3. Extrato etandlico (EE)

J J

| Eliminagio dos solventes |

3.1 Rotaevaporacao (EE)

J J

| Extratos brutos |

2.2 Extrato aquoso (EA) 3.2 Extrato etanolico (EE) 4.2 Extrato hexanico (EH)

Figura 7 - Processo de concentracdo dos extratos brutos aquoso (EA), etanodlico (EE) e
hexanico (EH) das folhas de Passiflora nitida Kunth.
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4.5 Estudos Fitoquimicos
4.5.1 Investigacdo fitoquimica preliminar

Esta analise foi fundamentada nas metodologias descritas por Matos (1997), Costa
(2001a,b) e Schenkel et al. (2007a). Os fitoconstituintes das folhas de Passiflora nitida Kunth,
listados na Tabela 2, foram investigados atraves de varios testes qualitativos, envolvendo
reacOes de precipitacdo, desenvolvimento de coloragdo e fluorescéncia caracteristica para

deteccdo de diferentes compostos.

Tabela 2 - Testes preliminares das folhas de Passiflora nitida Kunth

Fitoconstituintes investigados

Matos (1997) Subsec¢éo
Fenois e taninos 45.1.1
Flavonbides 45.1.2,4513,4514
Xantonas 45.12,451.4
Esterdides e triterpendides 45.1.5
(reacédo de Lieberman-Burchard)
Resinas 45.1.6
Cumarinas 45.1.7
Heterosideos cianogénicos 45.1.8
Bases quaternarias 45.1.9

(reacOes de Bertrand, Dragendorff, Hager e Mayer)

Costa (2001a,b) Subsec¢éo

Alcalbides 45.1.10
(reacOes de Bertrand, Dragendorff, Hager e Mayer)
Glicosideos cardioativos 45.1.11

(reacbes de Liebermann-Burchard, Baljet, Kedde, Legal,
Keller-Kiliani e Pesez)

Glicosideos antraquindnicos 45.1.12
(reacdo de Borntraeger)

Schenkel et al. (2007a) Subsec¢édo

Saponinas 45.1.13
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Um extrato hidroalcodlico foi obtido a partir de uma aliquota de 2,5 g de MPV (folhas

secas pulverizadas de P. nitida) e 100 mL de etanol a 70 % por decocgéo sob refluxo, durante

5 minutos (min) ap6s fervura. Posteriormente, uma aliquota de 50 mL do extrato foi filtrada

para um béquer e ap0ds arrefecimento, o volume foi completado com o solvente. Outra

aliquota de 50 mL foi reservada para teste posterior (4.5.1.6).

Uma aliquota de 10 mL do extrato hidroalcodlico foi transferida a um béquer e levada

a secura em banho-maria e sete aliquotas de 3 mL foram distribuidas em tubos de ensaio.

Dessa forma, o extrato foi submetido aos testes de investigagéo de fitoconstituintes listados na

Tabela 3 abaixo:

Tabela 3 - Testes realizados na investigacdo fitoquimica preliminar das folhas de Passiflora
nitida Kunth segundo Matos (1997)

Fitoconstituintes investigados Subsecéao

Tubo 1
Tubo 2
Tubo 3
Tubo 4
Tubo 5

Tubo 6

Tubo 7

Béquer

Fendis, taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e
taninos flobabénicos (condensados ou 4511
catéquicos)

Antocianinas, antocianidinas, chalconas e
auronas
Antocianinas e antocianidinas 4512
Antocianinas, antocianidinas, flavonas,
flavondis, xantonas, chalconas, auronas e
flavanondis

Leucoantocianidinas e catequinas (taninos

catéquicos) 4513

Flavanonas

Flavonois, flavanonas, flavanondis e

xantonas 4.5.14

Esterdides livres e triterpendides

pentaciclicos livres 45.1.5
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4.5.1.1 Fendis, taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e taninos flobabénicos (condensados ou
catéquicos)

Ao tubo 1 foram adicionadas 3 gotas (gts) de solucdo alcodlica de cloreto férrico
(FeCl3) e apos correta agitacdo, foi observada qualquer variacdo de cor ou formacgdo de
precipitado abundante e escuro. Agua e FeCls foram usados como branco do teste.

Coloragdo variavel entre o azul e o vermelho é indicativo da presenga de fenois,
quando o teste “branco” for negativo.

Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos
(taninos hidrolizaveis) e verde, a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou

catéquicos) (MATOS, 1997).

4.5.1.2 Antocianinas, antocianidinas e flavondides

O tubo 2 foi acidulado com acido sulfurico (H,SO,) a pH 3, o tubo 3 foi alcalinizado

com hidroxido de sédio (NaOH) a pH 8,5 e o tubo 4 foi alcalinizado com hidroxido de

potassio (KOH) a pH 11. Foi observada qualquer mudanca da coloracdo do material,

conforme a Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 - Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

Cor em meio
Fitoconstituintes Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Acido®H? Alcalino®"8® Alcalino® V)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. purpura
Flavonondis - - Verm. laranja

FONTE: MATQOS, 1997.
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4.5.1.3 Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

O tubo 5 foi acidulado com 4cido cloridrico (HCIl) a pH 1-3 e o tubo 6 foi

alcalinizado com NaOH a pH 11. O aparecimento ou intensificacdo de cores caracteristicas

presentes na Tabela 5 indica a presenca desses compostos (MATOS, 1997).

Tabela 5 - Teste para leucoantocianidinas, catequinas (taninos catéquicos) e flavanonas

Cor em meio
Fitoconstituintes Tubo 5 Tubo 6
Acido®"¥ Alcalino®H 1)
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
Flavanonas - Verm. laranja

FONTE: MATQOS, 1997.

4.5.1.4 Flavonais, flavanonas, flavanondis e xantonas

Ao tubo 7 foram adicionados alguns centigramas de magnésio granulado e 1 mL de
HCI concentrado. Ap6s o término da reagdo, indicada pelo fim da efervescéncia, foi
observada qualquer mudanca de cor da mistura da reacdo por comparacdo com o tubo 5
acidificado da reacgdo anterior. O aparecimento ou intensificacdo de cor vermelha € indicativo
da presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos

(MATOS, 1997).
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4.5.1.5 Esterdides livres e triterpenoides pentaciclicos livres

O residuo seco do béquer foi extraido trés vezes com 2 mL de cloroférmio. A solucao
cloroférmica foi filtrada gota a gota com algodao coberto com alguns decigramas de sulfato
de sddio (Na;SQ,) anidro para um tubo de ensaio bem seco. Posteriormente, foi adicionado 1
mL de anidrido acético e ap0s agitacdo suave, foram adicionadas 3 gts de H,SO,4 concentrado
cuidadosamente e apds nova agitacdo, foi observado se havia rapido desenvolvimento de
cores.

Em caso de reacdo positiva, ha o desenvolvimento de uma coloracéo azul seguida de
verde permanente, que é indicativo da presenca de esterdides livres. Em caso de
desenvolvimento de coloracdo parda até avermelhada é indicativo de triterpendides

pentaciclicos (MATOS, 1997).

4.5.1.6 Resinas

A aliquota de 50 mL de extrato hidroalcodlico previamente reservada foi acidulada a
pH 4 e filtrada em papel de filtro, com a finalidade de utilizar o residuo deste, que foi lavado
com o menor volume possivel de etanol. Posteriormente, uma aliquota de 3 mL foi transferida
para um tubo de ensaio e foram adicionados 6 mL de agua destilada. Foi observado se havia
formacdo de precipitado floculoso que se aglomera ao agitar e/ou aquecer, indicativo da

presenca de resinas (MATQOS, 1997).

45.1.7 Cumarinas

Em um papel de filtro, pingaram-se, separadamente, 2 gts de extrato hidroalcodlico.

Uma gota foi utilizada para o controle negativo e a outra para o teste. A gota do teste foi
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aplicada 1 gt de KOH N e o papel, apds a secagem, foi submetido a luz UV, por cerca de 2
min. O aparecimento de fluorescéncia caracteristica da gota alcalinizada indica resultado

positivo (MATQOS, 1997).

4.5.1.8 Heterosideos cianogénicos

Uma aliquota de 10 g de MPV foi transferida para um erlenmeyer com tampa
esmerilhada de 250 mL, onde foram adicionados 50 mL de agua destilada e 1 mL de H,SO,
N. Posteriormente, uma fita de papel de picrato de sodio foi presa a tampa do erlenmeyer,
evitando contato com o liquido. A mistura foi mantida a 60 °C em banho-maria, durante 2
horas (h). Apos este periodo, foi observado se havia coloracdo vermelho-castanha na fita,
indicativo da presenca de heterosideos cianogénicos.

O papel de picrato de sodio foi preparado utilizando tiras de papel de filtro de 1 cm x
8 cm. Cada tira foi mergulhada, inicialmente, em uma placa de Petri contendo solugédo de
acido picrico a 10 %. O excesso de solucdo foi retirado prensando as tiras entre duas folhas de
papel de filtro e mergulhando-as em seguida em solucdo de carbonato de sédio (Na,COs) a
10 %. O excesso da solucéo foi novamente retirado e as tiras foram utilizadas ainda Umidas

(MATOS, 1997).

4.5.1.9 Bases quaternarias

Um extrato &cido foi obtido a partir de uma aliquota de 1 g de MPV e 20 mL de HCI

a 10 % por decoccgdo sob refluxo, durante 5 min apds fervura. Posteriormente, o extrato foi

filtrado para um funil de separagdo e alcalinizado a pH 11 com hidréxido de aménio
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(NH4OH). Foram adicionados 10 mL de éter etilico, seguidos de agitacdo. Apos a separacao
das fases, a fase etérea foi descartada, enquanto a fase aquosa foi acidulada com HCl a 10 %.
Posteriormente, a fase aquosa foi distribuida em cinco tubos de ensaio de 10 mL. Um
tubo foi utilizado para o controle negativo e aos outros quatro tubos foram adicionadas 3 gts
dos reagentes de Bertrand, Dragendorff, Hager e Mayer, respectivamente, observando se
havia formacdo de precipitado floculoso, indicativo da presenca de bases quaternarias

(MATOS, 1997).

4.5.1.10 Alcaléides

Um extrato &cido foi obtido a partir de uma aliquota de 1 g de MPV e 20 mL de HCI
a 10 % por decoccdo sob refluxo, durante 5 min apds fervura. Posteriormente, cinco aliquotas
de 4 mL do extrato foram distribuidas em tubos de ensaio de 10 mL. Um tubo foi utilizado
para o controle negativo e aos outros quatro tubos foram adicionadas 3 gts dos reagentes de
Bertrand, Dragendorff, Hager e Mayer, respectivamente, observando se havia formacéo de

precipitado floculoso, indicativo da presenca de alcaloides (COSTA, 2001a).

4.5.1.11 Glicosideos cardioativos

Uma aliquota de 5 g de MPV foi fervida em 20 mL de etanol a 50 % e 10 mL da
solucdo de acetato de chumbo a 10 %, durante 2 min. Apos arrefecimento, a mistura foi
centrifugada 3500 rotag¢des por minuto (rpm) por 5 min.

Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um funil de separacéo e foram

adicionados 15 mL de cloroférmio (CHCI;) seguidos de agitacdo, com a finalidade de
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separar as fases. Esta operacdo foi repetida por mais duas vezes, reunindo as fases
cloroférmicas em um mesmo béquer.

Seis aliquotas da fase cloroférmica foram distribuidas em cinco tubos e foram
evaporadas a secura em banho-maria. Apds este processo, 0s tubos foram submetidos as

seguintes reagoes:

4.5.1.11.1 Reagdes com o nucleo esteroidal

Liebermann-Burchard

O residuo foi dissolvido com 1 mL de reativo, que foi preparado no momento do uso,
misturando 5 mL de anidrido acético e 0,1 mL de H,SO, concentrado. Apds 5 min, foi
observado se havia desenvolvimento das cores castanho ou verde na zona de contato entre as

duas camadas (COSTA, 2001b).

4.5.1.11.2 ReacGes com o anel lactonico pentagonal

Reacéo de Kedde

Ao residuo foram adicionados 2 mL de etanol a 50 %, 2 mL de 4gua destilada, 2 mL
de reativo, preparado no momento do uso dissolvendo 100 mg de acido 3,5-dinitrobenzdico
em 10 mL de alcool comum, e 2 mL de KOH N. Apds 5 min, foi observado se havia
desenvolvimento de coloragdo vermelho-castanha ou vermelho-violeta na solugdo ou na zona

de contato (COSTA, 2001b).
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Reacéo de Baljet

Ao residuo foram adicionados 2 mL de reativo, preparado no momento do uso
dissolvendo 1 g de &cido picrico em 100 mL de etanol a 50 %, e 3 gts de KOH N. Apos 5

min, foi observado se havia desenvolvimento de cor laranja (COSTA, 2001b).

4.5.1.11.3 ReagGes com o grupo carbonilo

Reacao de Legal

Ao residuo foram adicionados 1 mL de piridina, 0,5 mL de adgua destilada, 0,5 mL de
solugéo de NaOH a 10 % e 0,5 mL de reativo, preparado no momento do uso, dissolvendo 30
mg de nitroprussiato de sodio em 9,9 mL de &gua destilada. Apés 5 min, foi observado se

havia desenvolvimento de cor vermelha (COSTA, 2001b).

4.5.1.11.4 Reagdes com desoxi-agucares

Reacéo de Keller-Kiliani

O residuo foi dissolvido com 3 mL de reativo, que foi preparado no momento do uso,
misturando 6 mL da solucéo de &cido acético glacial e 0,2 mL de solucéo de FeClz; a9 %. O
contedo do tubo foi transferido cuidadosamente para outro tubo contendo 3 mL de H,SO,
concentrado, sem agitacdo. Apds 5 min, foi observado se havia desenvolvimento de coloragéo
vermelho-castanha na zona de contato ou azul-esverdeada na camada acética (COSTA,

2001b).
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Reacéo de Pesez

Ao residuo foram adicionados 3 gts de acido fosforico (HsPO,), que foram
misturadas cuidadosamente com bastdo de vidro e posteriormente, observadas sob luz UV. O

aparecimento de fluorescéncia caracteristica indica resultado positivo (COSTA, 2001b).

4.5.1.12 Glicosideos antraquinénicos (reacao de Borntraeger)

Uma aliquota de 2 g de MPV foi fervida em 10 mL de NaOH 2N e posteriormente
filtrada para um tubo de ensaio. Apds arrefecimento, foi adicionado HCI 2N até
aparecimento de cor amarela, seguido de igual volume de benzeno e agitacéo.

Uma aliquota da fase benzénica foi transferida a outro tubo de ensaio, onde foram
adicionados 2-3 mL de aménia diluida. Apds a separacdo das fases, foi observado se havia
desenvolvimento de coloragdo résea ou vermelho-cereja na fase amoniacal e ligeiramente

amarelada na fase benzénica (COSTA, 2001b).

4.5.1.13 Saponinas

Um extrato aquoso foi obtido a partir de uma aliquota de 2 g de MPV e 100 mL de
agua destilada por decoccdo sob refluxo, durante 5 min apos fervura. Posteriormente, o
extrato foi filtrado e uma aliquota de 10 mL foi transferida para um tubo de ensaio, onde foi
adicionada 1 gt de HCI diluido, seguida de agitacdo firme e constante, durante 3 min. Apds
um periodo de 15 min, foi observado se havia formacéao persistente de espuma, indicativo da

presenca de saponinas (SCHENKEL et al., 2007a).
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4.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel foi realizada utilizando-se
pequenas aliquotas dos extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) das
folhas de P. nitida solubilizadas em quantidade suficiente de metanol. Utilizou-se como
sistemas de eluicdo acetato de etila/acetona 2:3, metanol puro e butanol/acido acético/agua
(BAW) 4:0,5:0,5 (ZWEIG; SHERMA, 1987; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

ApoOs a saturacdo da cuba com o eluente, as cromatofolhas de aluminio impregnadas
com silica gel, contendo os extratos EA, EE e EH recém-aplicados, foram eluidas. Apos
eluicdo, as placas foram reveladas com os reagentes apresentados na Tabela 6, especificos
para deteccdo de agentes antioxidantes e de compostos fenolicos. As leituras foram efetuadas
em camara escura sob luz branca e UV nos comprimentos de onda | 254 € | 365 nandmetros,

conforme processo ilustrado na Figura 8 (pagina 54).
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Tabela 6 - Reagentes empregados na detec¢do de compostos antioxidantes e fenolicos dos
extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) das folhas de Passiflora nitida

Kunth

Reagentes

Coloracéo

Especificidade

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

lodo ressublimado

Sulfato cérico [Ce(SO,).]
Cloreto de aluminio (AICI3) 1 % alcodlico

Hidroxido de sodio (NaOH) 2 %,
hidroxido de amdnio (NH;OH),
carbonato de sédio (Na,CO3) 0,2 %
Cloreto férrico (FeCls) 1 % alcodlico

Reagente de Folin-Ciocalteau
(fosfomolibdato-fosfotungstato)

Branco-amarelado sobre
um fundo parpura

Amarelo onde ha
substancias com duplas
ligacOes

Diversas cores

Fluorescéncia no UV

Diversas cores

Azul, verde, marrom ou
vermelho

Azul

Antioxidantes

Geral — ligagdes
duplas

Geral — substancias
oxidaveis
Todos os

flavondides

Diversos compostos
fendlicos

Diversos compostos
fendlicos

Todos 0s compostos
fendlicos

FONTE: ZWEIG; SHERMA, 1987; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

54

1. Cromatofolhas com extrato
aplicado

(% o | Ashat]

5. Da esquerda para a direita: cromatofolhas reveladas com DPPH,
iodo ressublimado e Ce(SOs);

Figura 8 - Processo de CCD dos extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth.

Os estudos fitoquimicos até aqui descritos foram realizados no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM (FCF/UFAM),
com excecdo do teste de cromatografia, realizado no Laboratério de Bioprospeccdo da

Coordenagéo de Pesquisas em Produtos Naturais do INPA (CPPN/INPA).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

55

4.5.3 Espectrometria no infravermelho (1V)

O espectro do extrato etandlico (EE) das folhas de P. nitida no infravermelho (1V),
empregando suporte KBr (brometo de potéssio), foi obtido na Central Analitica da UFAM
(Figura 9). O comprimento de onda variou entre 4000 a 400 cm™ (SILVERSTEIN et al.,

2007a).

Figura 9 - Espectrémetro de 1V.
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4.5.4 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de *H)

O extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P. nitida foi submetido & analise por
ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de H), sendo que inicialmente uma aliquota da
amostra foi dissolvida em 600 microlitros (uL) de metanol deuterado (CDsOD). Uma vez que
a analise dos espectros ndo revelou a presenga de substancias aromaticas, nova andlise foi
feita, desta vez dissolvendo outra aliquota em mesma quantidade de &gua deuterada (D0).
Todos os espectros foram obtidos na frequéncia de 500 megahertz (MHz) no espectrdmetro de
RMN (Figura 10) do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA) e os deslocamentos
quimicos foram obtidos em partes por milhdo (ppm), com relagcdo aos solventes (CDsOD,

D,0) tomados como referéncia interna (SILVERSTEIN et al., 2007b).

Figura 10 - Espectrometro de RMN de 500 MHz, instalado no Centro de Biotecnologia da
Amazonia - CBA (Foto: Prof. Dr. Massayoshi Yoshida).
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4.6 Estudos Farmacoldgicos
4.6.1 Unidades experimentais

Nos estudos farmacoldgicos foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus),
variedade albina, de ambos 0s sexos, com peso variando entre 170 e 300 g e camundongos
(Mus musculus) da linhagem BALB-c, de ambos os sexos, com peso variando entre 18 e 35 g
e nos estudos toxicolégicos foram utilizados ovos do microcrustaceo Artemia salina Leach
com casca (Maramar, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil).

Os animais foram provenientes do Biotério Central da UFAM e mantidos em grupos
de 5, utilizando-se gaiolas plasticas com cama de maravalha ndo tdéxica ou odorifera
autoclavada, sob temperatura controlada entre 22 e 25 °C, recebendo agua e ra¢ao apropriada
autoclavada “ad libitum™ (a vontade), e iluminacdo controlada com ciclo claro/escuro de

12/12 h. Os ovos de Artemia salina foram obtidos em lojas de animais.

4.6.2 Efeito sobre a coagulacéo sangulinea

Os efeitos dos extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) das folhas
de P. nitida sobre a coagulacdo sanglinea foram avaliados em plasma pobre em plaquetas
(PPP) pelo método de Brown (1988) modificado por Osoniyi e Onajobi (2003). Foram
realizados os testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa), utilizando-se um coagulémetro e os kits comerciais HemoStat Thromboplastin-SI
(PT-SI) e HemoStat aPTT-EL (Human).

As amostras de sangue fresco, obtidas de voluntérios adultos saudaveis e conservadas
em citrato de sédio a 3,2 %, foram submetidas a centrifugagdo a 3000 rpm por 5 min para a

obtencéo do PPP, conforme ilustrado na Figura 11.
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Os valores dos testes obtidos a partir da adigéo de extrato ao PPP foram comparados
com os resultados dos testes com os solventes, dimetilsulféxido para os extratos EE e EH e
agua Milli-Q para EA. Os testes foram realizados em pelo menos, duplicatas e os resultados

foram registrados ap6s a formacdo de coagulos.

1. Sangue citratado 2. Centrifugacgéo 3. Obtencéo de PPP
(3000 rpm, 5 min)

4. Testes de coagulacao sangliinea com o aparelho coaguldémetro
(TPeTTPa)

5. Formacéo de coégulo

Figura 11 - Testes de coagulacdo sangiiinea (TP e TTPa).
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4.6.2.1 Teste de tempo de protrombina (TP)

O reagente Thromboplastin-SI [extrato liofilizado de cérebro de coelho 2,6 % e cloreto
de calcio (CaCl,) 0,13 %] foi reconstituido com agua destilada e em seguida, pré-aquecido em
banho-maria a 37 °C, de acordo com as instru¢fes do fabricante. Antes do inicio dos testes, a
coagulabilidade do PPP foi testada adicionando-se 100 77t de reagente a 50 /7. do mesmo.

Para os controles negativos, foram adicionados 96 77i. de reagente a 50 m de PPP
previamente incubado com 4 i de dimetilsulfoxido (DMSO) para os extratos EE e EH e
com agua Milli-Q para o extrato EA.

Para os testes, foram adicionados 96 s de reagente a 50 n de PPP previamente

incubado com 4 nb dos respectivos extratos nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 mg/mL.

4.6.2.2 Teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

A coagulabilidade do PPP foi avaliada adicionando-se 40 /. de CaCl, 0,02 Mol/litro
(M) da Human, pré-aquecido em banho-maria a 37 °C, a 30 /L. de PPP previamente incubado
em banho-maria com 30 77 de reagente HemoStat aPTT-EL (extrato de cérebro de coelho
cloroformizado).

Para o controle negativo, foram adicionados 36 m. de CaCl, a 30 nL de PPP
previamente incubado com 30 /7L de reagente e 4 . de DMSO para os extratos EE e EH e
com agua Milli-Q para o extrato EA.

Para os testes, foram adicionados 36 s de CaCl, a 30 m de PPP previamente
incubado em banho-maria com 30 7L de reagente e 4 m dos respectivos extratos nas

concentragdes de 50, 25 e 12,5 mg/mL.
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4.6.3 Efeito sobre a agregacéo plaquetaria

Os efeitos dos extratos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) sobre a
agregacdo plaquetéaria foram avaliados em plasma rico em plaquetas (PRP) pelo método de
Born e Cross (1963) com adaptagdes, utilizando-se um agregometro de plaquetas estabilizado
na temperatura de 37 °C.

Para os testes foram obtidas amostras de sangue fresco citratado de voluntarios adultos
saudaveis, submetidas a centrifugacéo a 1000 rpm por 5 min para a obtengcdo do PRP, que foi
submetido a contagem de plaquetas, utilizando-se um analisador hematoldgico.

A amostra sanguinea foi submetida a uma nova centrifugacdo a 3000 rpm por 5 min
para a obtengcdo do PPP, que foi utilizado como branco dos testes e, quando necessario, para

ajustar a plaquetometria do PRP para 300.000 + 10.000/7t, usando a férmula abaixo:

Onde:

C; = plaguetometria do PRP;

V1 = volume do PRP;

C, = 300 (valor de plaguetometria estipulado);

V, = volume de PPP necessario para a diluicdo do PRP.

Para testar os efeitos dos extratos EA, EE e EH nas concentracGes de 50, 25 e 12,5
mg/mL, aliquotas de 485 nt. de PRP foram previamente incubadas com 5 nt. dos mesmos por
2 min. Em seguida, foram adicionados 10 nt. de ADP (0,4 mg/mL) ou ADR (10 micromols
por litro, 7mol/L), os agentes indutores de agregacao plaquetéria considerados neste estudo.
Todos os testes de agregacdo plaquetaria foram realizados em pelo menos, duplicatas e as
curvas de agregacdao foram plotadas dentro de 5 min apds a adicdo dos agentes, conforme

processo ilustrado na Figura 12 (BERNARDI; MOREIRA, 2005; TOGNOLINI et al., 2006).
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O efeito sobre a curva de agregacgéo foi calculado em relagdo aos controles negativos
(485 b de PRP e 5 . de DMSO para os extratos EE e EH ou 5 77 de dgua Milli-Q para o
extrato EA), utilizando o0s mesmos agentes indutores de agregacdo plaquetaria. A

percentagem de inibigdo (%) foi dada pela formula:

Percentagem de inibicéo (%) = A - B x 100
A

Onde:
A = agregacdo do controle;
B = agregacédo da amostra em teste.

O efeito inibitdrio dos extratos foi comparado com dados previamente obtidos para o
padrdo acido acetilsalicilico (AAS), por meio do célculo da concentracdo inibitéria 50 %
(Clsp), utilizada como pardmetro para a avaliacdo da atividade antiagregante plaquetéria

(MEKHFI et al., 2004; KIM; LEE, 2006).
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=
1. Sangue citratado 2. Centrifugacgéo 3. Obtencéo de PRP
(2000 rpm, 5 min)
&= &
6. Obtencéo de PPP 5. Centrifugacgéo 4. Cotagem de plaquetas

(3000 rpm, 5 min)

7. Teste de agregacdao com o aparelho agregémetro

8. Curva de agregacéo

Figura 12 - Teste de agregacdo plaquetaria.
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4.6.4 Efeito sobre a inflamacéo
4.6.4.1 Teste do edema de pata induzido por carragenina

A caracterizacdo da atividade antiinflamatoria foi realizada pelo método de Winter et
al. (1962) com adaptacdes, onde ratos foram divididos aleatoriamente em grupos de cinco
[nimero de amostras (n) = 20].

Uma hora antes da aplica¢do do agente inflamatorio carragenina, os volumes basais de
ambas as patas traseiras foram medidos e os animais foram tratados por gavagem (v.0.) com o
veiculo 6leo mineral e Tween® 20 a 5 % diluido em salina 0,9 % (0,1 mL; controle negativo),
com as diferentes doses do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P. nitida (50, 100 e 150
miligramas por quilograma, mg/kg) e com o padrdo indometacina (Indocid®, 25 mg/kg;
controle positivo).

Para a medida do volume das patas, cada uma delas foi imergida até o maléolo lateral
em um pletismémetro, conforme ilustrado na Figura 13.

Apos 1 h, os animais receberam uma inje¢do subplantar (s.pl.) de carragenina 1 % nas
patas direitas (0,1 mL/100 g) e igual volume de salina 0,9 % nas patas esquerdas, as quais
serviram como controle negativo. Imediatamente apos a injecdo de carragenina e a cada 30
min até a 5% h ap6s o estimulo, o volume das patas foi medido.

O valor do edema foi obtido pela média das diferencas dos aumentos das patas

injetadas com o estimulo inflamatério.
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Ap6slh

1. Gavagens

2. Edema de pata induzido por
carragenina (s.pl.) na pata direita

Imediatamente e até a 5% h
(intervalo de 30 min)

3. Medida do edema no aparelho pletismémetro

Figura 13 - Teste do edema de pata.
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4.6.5 Efeito sobre a nocicepcéo
4.6.5.1 Teste de contorgdes

Para este teste foi utilizada a metodologia de Koster et al. (1959) modificada por
LAPA et al. (2005), utilizando-se camundongos divididos aleatoriamente em grupos de cinco
(n =20).

Os animais foram colocados em caixa de vidro e seus comportamentos foram
observados por 15 min. Apds esse tempo, 0s animais foram tratados por gavagem, com o
veiculo Tween® 20 a 5 % diluido em salina 0,9 % (10 mililitros por quilograma, mL/kg;
controle negativo), com as diferentes doses do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P.
nitida (25 e 50 mg/kg) e com o padréo Indocid® (25 mg/kg; controle positivo).

Apobs 1 h, os animais receberam uma injecdo i.p. de acido acético a 2 % diluido em
salina 0,9 % (10 mL/kg).

As contor¢gdes abdominais, consideradas como contracbes da parede abdominal
seguida por extensdo de pelo menos uma das patas posteriores (Figura 14), foram contadas
cumulativamente durante os 30 min subsequentes a injecdo do &cido acético, sendo o0 nimero
total neste periodo tomado como indice da resposta nociceptiva. Os resutados foram expressos

como a média do nimero acumulado de contorcdes.
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3. Acido acético a 2 %

(i.p.)

1. Observagdo comportamental

Durante 30 min

4. Contagem de contorcoes

Figura 14 - Teste de contorcdes.

4.6.5.2 Teste da placa quente

A metodologia utilizada foi a de Woolfe e MacDonald (1944) modificada por Lapa et
al. (2005), onde camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos de cinco (n = 20) e
foram colocados individualmente em uma placa quente com a temperatura constante a 53 °C.

ApoOs a obtencdo de dois valores basais do volume de ambas as patas traseiras (com
intervalos de 30 min e tempo de corte de 15 segundos (s), 0s animais foram tratados por
gavagem, com o veiculo 6leo mineral (10 mL/kg; controle negativo), com as diferentes doses
do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P. nitida (25 e 50 mg/kg) e com o padrdo

Fentanest ® (20 ng/kg; controle positivo).
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Reduziu-se a temperatura da placa quente para 48° C e decorridos 30 min, 0s animais
receberam uma injecéo s.pl. de carragenina 1 % nas patas direitas (30 s7/pata) e igual volume
de salina 0,9 % nas patas esquerdas e a laténcia a resposta foi determinada em segundos, aos
30, 60, 120 e 180 min, conforme ilustrado na Figura 15.

O tempo maximo de contato do animal com a placa quente foi mantido em 12 s
(tempo de corte), a fim de evitar lesdes nas patas.

Os estudos farmacoldgicos dos efeitos sobre a coagulacdo sangliinea e agregagéo
plaquetéria foram realizados no Laboratério de Bioquimica Clinica da FCF/UFAM e 0s

efeitos sobre a inflamacdo e nocicepgdo foram realizados em laboratorios da CPPN/INPA.
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Ap6s 30 min

1. Gavagens

2. Edema de pata induzido por
carragenina (s.pl.) na pata direita

3. Medida da resposta ao estimulo térmico na placa quente

Figura 15 - Teste da placa quente.
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4.7 Estudos de Toxicidade
4.7.1 Teste de citotoxicidade frente a Artemia salina

O teste foi realizado pelos métodos de Meyer et al. (1982) e McLaughlin et al. (1998)
com adaptagdes. O meio de cultura (solucdo salina) foi preparado com sal marinho (38 g/1
litro de agua destilada), onde apos filtracdo, 10 miligramas (mg) de ovos do microcrustaceo
Artemia salina Leach foram adicionados, deixando-se o sistema sob aeracdo, luz
(minicompressor de ar e lampada fluorescente) e temperatura ambiente (25 a 28 °C) durante
48 h.

As solugdes para testes foram preparadas por dissolucdo do extrato aquoso (EA) em
agua destilada e dos extratos etanolico (EE) e hexanico (EH) em DMSO (30 mg/mL).

Apos 48 h, as placas de cultura foram preparadas adicionando-se solucdo salina
contendo larvas de Artemia salina (n = 10) em cada po¢o. Volumes de 100 nt (referente a
concentracdo de 1 mg/mL) de cada solugdo de teste foram transferidos para 0s pocos e
completados para 3 mL com solugdo salina. Os controles negativos foram preparados
transferindo-se, no lugar das solugGes de teste, 100 nL dos veiculos para 0s pocos e
utilizando-se solucéo salina contendo larvas (n = 10), conforme ilustrado na Figura 16.

Os testes foram realizados em triplicata e apds incubagdo de 24 h, foi feita a contagem

do nimero de microcrustaceos mortos, usando a seguinte formula:

Porcentagem de sobrevivéncia (%) = Numero de larvas vivas em (24 h) x 100
NUmero de larvas vivas em (0 h)
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1. Ovos de Artemia salina 2. Sistema de aeracédo e luz 3. Placa com testes

Figura 16 - Teste de citotoxicidade dos extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e
hexanico (EH) das folhas de Passiflora nitida Kunth frente a Artemia salina.

4.7.2 Testes de toxicidade em roedores

Os testes foram realizados de acordo com os critérios estabelecidos pela ANVISA
(2004b), com adaptagbes. Os animais (camundongos BALB-c) foram divididos

aleatoriamente em grupos de seis.
4.7.2.1 Testes gerais de atividade farmacologica

Inicialmente um grupo recebeu uma dose i.p. de 1 grama por quilograma (g/kg) do
extrato bruto etanolico (EE) das folhas de P. nitida e em decorréncia da morte dos animais, as
doses foram reduzidas em ordem exponencial (500, 400, 200, 100 e 10 mg/kg) e,
posteriormente fracionadas (475, 465, 460 e 450 mg/kg), tendo sido suficientes para
observacdo de possiveis efeitos adversos e determinacao da DLso.

Os grupos tratados com o extrato EE administrado v.o. receberam inicialmente uma
dose de 1 g/kg e devido a auséncia de morte dos animais, as doses foram aumentadas para 2 e

5 g/kg e permaneceram sem efeito letal.
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Um animal de cada grupo serviu de controle, administrando-se o veiculo Tween® 20 a
5 % diluido em salina 0,9 % (10 mL/kg) aos controles dos grupos tratados via i.p. e 0Oleo
mineral e Tween® 20 (0,31; 0,22 e 0,6 mL) aos controles dos grupos tratados v.o nas doses de
1, 2 e 5 g/kg, respectivamente.

Apos a administragdo do extrato, os animais foram observados acuradamente por 120
min sobre uma superficie plana e o periodo de observagédo foi durante as primeiras 72 h (0, 5,

10, 15, 30 e 60 min, 4, 8, 24, 48 e 72 h) até o 15° dia apds a administracéo.

4.7.2.2 Toxicidade aguda e determinacéao da dose letal 50 (DLsp)

Para todos os grupos, os sinais de toxicidade, incluindo tempo de aparecimento,
progressao e reversibilidade destes sintomas, foram registrados em uma ficha de avaliagéo de
atividade exploratéria (APENDICE A) adaptada originalmente de Malone (1977), onde foi
observado o maior nimero possivel de parametros, tais como: alteragdes comportamentais,
freqUiéncia respiratoria, convulsdes, contor¢des abdominais, nimero de animais mortos com
possivel causa de morte e analise macroscopica dos 6rgdos, a qual foi realizada nos animais
injetados com o extrato EE na dose de 1 g/kg (i.p.) imediatamente ap6s a morte, conforme
ilustrado na Figura 17.

O numero de animais mortos dentro do periodo de estudo foi registrado para cada
grupo e subsequentemente, a DLso das doses do extrato EE via i.p. foi calculada pela analise
de probito de Finney (1947) e a porcentagem de mortalidade foi convertida em valores
probitos, que juntamente com o0s logaritmos das concentracdes correspondentes foram
submetidos a andlise por regressdo linear. A partir da equagdo linear resultante, o valor de
DLs foi determinado (CARLINI, 1973).

Os estudos de toxicidade foram realizados no Laboratério de Bioprospeccdo e no

Laboratdrio de Farmacologia do CPPN/INPA.
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Testes gerais de atividade farmacoldgica

|

4. Observacgdo de parametros durante as primeiras 72 h
(0, 5, 10, 15, 30 e 60 min, 4, 8, 24, 48, 72 h) até o 15° dia

Toxicidade aguda e determinaGao da DLso

6. Analise macroscopica

5. Registro de parametros
para determinagdo de testes
farmacoldgicos e/ou da DL

Figura 17 - Testes de toxicidade do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de Passiflora
nitida Kunth.
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4.8 Delineamento Experimental

O delineamento experimental desse estudo esta demonstrado na Figura 18.

Passiflora nitida Kunth
(maracuja-do-mato)

IDENTIFICACAO
DA
AMOSTRA
(folhas)

ESTUDOS
FITOQUIMICOS

EXTRATOS

- ESPECTROMETRIA aeRECTOMETRIA
INVESTIGAGAO - CROMATOGRAFIA EM % 3
o CAMADA DELGADA RESSONANCIA
FITOQUIMICA PRELIMINAR (cCD) INFRAVERMELHO MAGNETICA NUCLEAR DE
*H (RMN DE *H)
ESTUDOS
FARMACOLOGICOS

COAGULACAO AGREGACAO
SANGUINEA PLAQUETARIA

INFLAMAGAO NOCICEPGAO

- TESTE DO EDEMA DE PATA
INDUZIDO POR
CARRAGENINA

- TESTE DE CONTORCOES;
- TESTE DA PLACA QUENTE

- TESTE DE AGREGAGAO
PLAQUETARIA

ESTUDOS
DE
TOXICIDADE

- TESTE DE CITOTOXICIDADE - TESTES DE TOXICIDADE
FRENTE A Artemia salina EM ROEDORES

- TESTES GERAIS DE - TOXICIDADE AGUDA E
ATIVIDADE DETERMINACAO DA DOSE
FARMACOLOGICA LETAL 50 (DLso)

Figura 18 - Delineamento experimental.
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4.9 Analise dos Resultados

Os resultados dos efeitos sobre a coagulagdo sangliinea, a inflamag&o e a nocicepcao
foram analisados com o programa SigmasStat (verséo 3.5 para Windows; Systat Software, San
Jose, California, EUA) e foram expressos como média = erro padrdo da média (EPM),
verificando-se a normalidade através do teste de Kolmogorov Smirnov e utilizando-se analise
de variancia (ANOVA) para multiplas comparacGes entre tratamentos, complementada pelo
testes de Student-Newman-Keuls ou pelo teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram
considerados indicativos de significancia.

A determinagdo da Clsy do efeito sobre a agregacdo plaquetéria foi realizada pelo
método de regressdo linear, usando o programa Origin® (versdo 8.0; Micronal Software,
Northampton, Massachusetts, EUA).

A andlise de probito de Finney (1947) para a determinagdo da DLsg, foi realizada com
0 programa probit.exe MS-DOS.

Os graficos foram elaborados com o programa Excel (Microsoft®; Seattle,

Washington, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Estudos Fitoquimicos
5.1.1 Investigacao fitoquimica preliminar

Os resultados obtidos na investigagdo de fitoconstituintes das folhas de Passiflora

nitida Kunth estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da abordagem fitoquimica das folhas de Passiflora nitida Kunth

Grupos de flavondides testados Resultado
Antocianidinas -
Antocianinas -
Auronas -
Catequinas -
Flavanonas +
Flavanondis
Flavonas ++
Flavondides livres (agliconas) +
Flavonois ++

Outros metabdlitos testados Resultado
Alcaldides -
Bases quaternarias -
Chalconas -
Cumarinas +++
Esterdides ++
Fenodis ++
Heterosideos cianogénicos +
Glicosideos antraquindnicos -
Glicosideos cardioativos ++
Leucoantocianidinas ++
Resinas -
Saponinas +
Taninos +++
Triterpendides -
Xantonas ++

- = Negativo; + = Tracos; + = Pequena quantidade;

quantidade.

++ = Maior quantidade e +++ = Grande
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5.1.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os resultados dos extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) das
folhas de P. nitida obtidos por CCD, referentes as revelagcbes com os reagentes especificos

para antioxidantes e compostos fendlicos, estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Revelagdes cromatogréaficas dos extratos brutos das folhas de Passiflora nitida
Kunth frente aos reagentes especificos para compostos antioxidantes e fenolicos

Reagente EA? EEP EHC
lodo ressublimado + + +
Ce(S04)2 + + +
DPPH ++ ++ +
AICl3 1 % alcodlico + + +
NaOH 2 %, NH,OH, Na,CO3 0,2 % + + +
FeCl; 1 % alcodlico + + +
Folin-Ciocalteau + + +

# EA - Extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth.

Y EE - Extrato etandlico das folhas de P. nitida Kunth.

¢ EH - Extrato hexanico das folhas de P. nitida Kunth.

+ = positivo; ++ = completamente branco, significando intensa atividade antioxidante.
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5.1.3 Espectrometria no infravermelho (1V)

A Figura 19 apresenta o espectro na regido do infravermelho (IV) do extrato bruto EE
das folhas de P. nitida. A absorcdo em 3398 cm™ ¢é atribuida a estiramentos de ligages O—H.
As absorces intensas em 2925 e 2854 cm™ e médias em 1450 e 1376 cm™ séo atribuidas as
vibragdes C-H de grupos alquila. As absorcdes em 1712 e 1245 cm™ sdo atribuidas a
estiramentos de ligagdes C = O e C-0, respectivamente. A absorcéo em 1658 cm™ é atribuida

a estiramentos de sistemas olefinicos (SILVERSTEIN et al., 2007a).
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Figura 19 - Espectro na regido do IV do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de Passiflora
nitida Kunth.
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5.1.4 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de ‘*H (RMN de *H)

Uma vez que o extrato havia apresentado atividade antioxidante e revelou também a
presenca de substancias aromaticas, sendo possivelmente flavonodides, o mesmo foi entéo
submetido & anélise por RMN de *H, usando D,0. Conforme apresentado na Figura 20, 0s
sinais entre 0,7-0,9 ppm sdo atribuidos a hidrogénios em carbonos alifaticos. Os sinais em
~1,10 ppm sdo atribuidos a CH; alifaticos. O sinal em ~4,6 ppm ¢ atribuido a hidrogénio
ligado ao carbono anomérico de aglcar, como o J (constante de acoplamento) = 8 hertz (Hz),
referente a configuracdo b, possivelmente b-glicose. Os diversos sinais entre 3 e 4 ppm
sugerem a confirmacdo da presenca de acucares. Os sinais entre 5-5,2 e 5,9-6,2 ppm s&o
atribuidos a ligagdes duplas isoladas. Os sinais entre 6,7-6,9 e 7,6-7,7 ppm s&o atribuidos a

compostos aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007b).
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Figura 20 - Expansoes nas regides entre: (A) d, 4,46-5,68 e (B) d, 5,8- 8,4 do espectro de
RMN de *H do extrato bruto etanélico (EE) das folhas de Passiflora nitida Kunth (D20, 500

MHz).
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5.2 Estudos Farmacoldgicos
5.2.1 Efeito sobre a coagulacao sangtinea

Os efeitos dos extratos brutos aquoso (EA), etandlico (EE) e hexanico (EH) das folhas

de P. nitida sobre a coagulacdo sanglinea estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Efeitos de extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth nos testes de TP e
TTPa

Amostra Concentracao TP TTPa
(mg/mL) (s) (s)

TP TTPa

Controle Agua Milli-Q 16,9+ 0,2 38,0+ 4,0

EA® 1,3 2 159+0,1 349+24
0,7 1 15,3 £ 0,2* 38,1+1,0
0,3 0,5 16,5+0,3 39,4 +5,2

Controle DMSO 19,5+0,5 59,8+19

EE" 1,3 2 7,8 £0,7* 65,2 + 2,6
0,7 1 19,6 £0,1 70,4 + 3,0*
0,3 0,5 196 0,4 61,3+1,2

EH® 1,3 2 8,6 £0,7* 535+1,1
0,7 1 19,2+0,2 518+1,1
0,3 0,5 20,0+ 0,3 52,9+0,5

Os resultados foram expressos como média £ EPM com n = 2-7.

* P < 0,05 comparado com o controle (ANOVA, complementada pelo teste de Tukey).
# EA - Extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth.

Y EE - Extrato etandlico das folhas de P. nitida Kunth.

¢ EH - Extrato hexanico das folhas de P. nitida Kunth.

5.2.2 Efeito sobre a agregacao plaquetaria

Os efeitos dos extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P. nitida sobre a agregacéao

plaquetéria e os valores de concentragdo inibitéria 50 % (Clsp) estdo apresentados nas Tabelas

10 e 11, respectivamente.
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Tabela 10 - Efeitos de extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth na agregacao
plaquetéria induzida pelos agentes indutores de agregacédo plaquetaria ADP e ADR

Amostra  Concentracao ADP ADR
(Hg/mL) (0,4 mg/mL) (10 mmol/L)
Agregacao Inibicao Agregacao Inibicao
Controle  Agua Milli-Q 62,2+1,8 - 84,7+5,8 -
EA® 500 n.d. n.d. 25,5+ 0,5* 69,9 +0,6
250 483+21* 223+35 73,0+0,0 13,8 +£0,0
125 55,5+1,5 10,8 +24 84,5+0,5 0,2+0,6
Controle DMSO 69,0+1,1 - 67,0 £4,0 -
EEP 500 36,3+3,2* 473+46 41,0 + 4,0* 38,8 +5,9
250 36,5+15* 471+22 46,5 + 2,65 30,6 + 3,7
125 470+2,0* 319+29 51,5+0,5 23,1+0,8
Controle DMSO 720+04 - 57,0+4,0 -
EH° 500 31,5+15* 56,3+2,0 32,5+15* 429+ 2,6
250 385+05* 465+0,7 425+15 254 +26
125 56,5+05* 215%0,7 555+1,5 1,8+2,6

Os resultados foram expressos como média £ EPM com n = 2-5.

* P < 0,05 comparado com o controle (ANOVA, complementada pelo teste de Tukey).
Obs.: n.d.: ndo determinado.

% EA - Extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth.

Y EE - Extrato etandlico das folhas de P. nitida Kunth.

¢ EH - Extrato hexanico das folhas de P. nitida Kunth.

Tabela 11 - Valores de Clso dos extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth na
agregacdo plaquetéria induzida pelos agentes indutores de agregacéo plaquetaria ADP e ADR

Amostra Valores de Clgg
(rmy/mL)?
ADP ADR

(0,4 mg/mL) (120 mmol/L)
EAP 450,5 + 50,7 438,7 +5,2
EE® 511,2+355 21,0+1,9
EH 394,4 +8,9 546,9 + 49,9
AAS® 215+1,4 11,7+0,3

Cada valor representa a média £ EPM para trés experimentos (125, 250 e 500 /g/mL).

% Concentracdo (/g/mL) exigida para produzir 50 % de inibicdo de agregacdo plaquetaria
induzida pelos agentes indutores de agregacao plaquetaria ADP e ADR.

® EA - Extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth.

¢ EE - Extrato etandlico das folhas de P. nitida.

¢ EH - Extrato hexanico das folhas de P. nitida.

® AAS - Acido acetilsalicilico.
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5.2.3 Efeito sobre a inflamacéo

Os efeitos do extrato bruto EE das folhas de P. nitida sobre a inflamacg&o, através do

teste do edema de pata em ratos Wistar, estdo apresentados na Figura 22.
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0,2

Controle Indometacina 25 mg/kg EE 50 mg/kg EE 100 mg/kg EE 150 mg/kg

Figura 21 - Inibicdo do volume do edema de pata produzida pela indometacina (25 mg/kg;
controle positivo; v.0.) e pelo extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P. nitida (50, 100 e
150 mg/kg; v.0.) apos 2 horas da aplicacéo s.pl. de carragenina 1 % (0,1 mL/100 g) em ratos
Wistar. Cada coluna representa a média com EPM de 5 camundongos. (*) significa diferencas
estatisticas (P < 0,05) do grupo controle (6leo mineral e Tween® 20; 0,1 mL) pela ANOVA,
complementada pelo teste de Tukey.
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5.2.4 Efeito sobre a nocicepgéo

Os efeitos do extrato bruto EE das folhas de P. nitida sobre a dor, através dos testes de
contorcdes e da placa quente em camundongos BALB-c estdo apresentados nas Figuras 23 e

24, respectivamente.
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Controle Indometacina 25 mg/kg EE 25 mg/kg EE 50 mg/kg

Figura 22 - Inibi¢do de contor¢des produzida pela indometacina (25 mg/kg; controle positivo;
v.0.) e pelo extrato bruto etandlico (EE) das folhas de P. nitida (25 e 50 mg/kg; v.0.) apés 1
hora da aplicacdo i.p. de &cido acético 2 % diluido em salina 0,9 % (10 mL/kg) em
camundongos BALB/c. Cada coluna representa a média com EPM de 5 camundongos. (*)
significa diferencas estatisticas (P < 0,05) do ao grupo controle (Tween® 20 a 5 % diluido
salina 0,9 %, 10mL/kg) pela ANOVA, complementada pelo de Student-Newman-Keuls.
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Controle Fentanest® 20 ng/kg EE 25 mg/kg EE 50 mg/kg

Figura 23 - Limiar nociceptivo térmico ao estimulo doloroso (teste da placa quente) produzida
pelo Fentanest® (20 mg/kg; controle positivo; v.0.) e pelo extrato bruto etanélico (EE) das
folhas de P. nitida (25 e 50 mg/kg; v.0.) apos 2 horas da aplicacdo s.pl. de carragenina 1 %
(30 mgy/mL) em camundongos BALB/c. Cada coluna representa a média com EPM de 5
camundongos. (*) significa diferengas estatisticas (P < 0,05) do grupo controle (6leo mineral
e Tween® 20, 10 mL/kg) pela ANOVA, complementada pelo teste de Student-Newman-
Keuls.
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5.3 Estudos de Toxicidade
5.3.1 Teste de citotoxicidade frente a Artemia salina

Os efeitos dos extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P. nitida frente a Artemia

salina estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Atividade citotéxica de extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth
frente a Artemia salina

Amostra Concentracao Letalidade

(mg/mL) (%)

Controle Salina 0

Controle Salina e agua destilada 0

EA? 1 33,3

Controle Salina e DMSO 0

EE" 1 233

Controle Salina, Tween® 20 (5 %) e agua destilada 0

EH° 1 13,3

# EA - Extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth.
b EE - Extrato etandlico das folhas de P. nitida Kunth.
® EH - Extrato hexanico das folhas de P. nitida Kunth.
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5.3.2 Testes gerais de atividade farmacologica, toxicidade aguda e determinacdo da dose
letal 50 (DLsp)

Os efeitos do extrato bruto EE das folhas de P. nitida em camundongos BALB-c estdo

apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. A analise macroscopica de camundongos

tratados com o EE e a DLsy estdo apresentados nas Figuras 24 e 25 (pagina 88),

respectivamente.

Tabela 13 - Toxicidade do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de Passiflora nitida Kunth
em camundongos

Amostra Dose Via Sobreviventes Taxa
(mg/kg) de de
administracao sobreviventes (%0)
Controle Salina0,9% e 1.p. 77 100,0
Tween® 20 (5 %)
EE® 10 5/5 100,0
100 5/5 100,0
250 5/5 100,0
400 5/5 100,0
450 5/5 100,0
460 4/5 80,0
465 2/5 40,0
475 0/5 0
500 0/5 0
1000 0/5 0
Controle Oleo mineral V.0. 3/3 100,0
EE® 1000 5/5 100,0
2000 5/5 100,0
5000 5/5 100,0

2 EE - Extrato etandlico das folhas de Passiflora nitida Kunth.
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Tabela 14 - Efeitos gerais do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de Passiflora nitida
Kunth em camundongos

Amostra Dose Via Parametros observados
(mg/kg) de
administracao
Controle  Salina0,9 % e 1.p. Lambida das patas, da barriga e do dorso,
Tween® 20 (5%) coceira do focinho, diminuigéo da motilidade,
piloerecéo, miccdo aumentada, recluséo.
EE? 10 - 450 Freqliéncia cardiaca aumentada, freqiiéncia

respiratdria aumentada, convulsdo clénica,
analgesia, ataxia, dispnéia, hiperemia na
orelha, contorc¢oes.
460 - 1000 Freqliéncia cardiaca aumentada, freqiiéncia
respiratdria aumentada, exolftalmia,
movimentos extereotipados, convulsdo
clénica, convulséo tonica, tremores finos,
tremores grosseiros, catatonia, ataxia,
dispnéia, perda da apreensdo da pata, cianose
na orelha, hiperemia na orelha, contorgdes,
morte por paralisia cardiorespiratoria.
Controle Oleo mineral V.0. Freqliéncia cardiaca aumentada, freqiiéncia
respiratdria aumentada, lambida das patas e
do dorso, coceira do focinho, dispnéia,
diminuicdo da motilidade, piloeregao,
tremores finos, recluséo.
EE? 1000 - 5000 Frequiéncia cardiaca aumentada, freqliéncia
respiratdria aumentada, piloerecdo, lambida
das patas, coceira do focinho, convulséo
clénica, tremores finos, motilidade diminuida,
ataxia, dispnéia, contor¢des, lambida da
barriga, reacdo de fuga ao ambiente, lambida
do dorso, recluséo.

2 EE - Extrato etandlico das folhas de Passiflora nitida Kunth.
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CONTROLE

Figura 24 - Analise macroscopica de camundongos tratados com extrato bruto etanolico (EE)
das folhas de Passiflora nitida Kunth na dose de 1 g/kg (i.p.).
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Figura 25 - DLs do extrato bruto etanolico (EE) das folhas de Passiflora nitida Kunth (i.p.)
nas doses de 460, 465 e 475 mg/kg em camundongos BALB-c. A Figura 25 mostra a
correlacdo linear entre os logaritmos das doses e o percentual de morte em probitos.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho realizou estudo fitoquimico e de atividade farmacoldgica e
toxicologica das folhas de Passiflora nitida Kunth. Os principais resultados encontrados
foram concernentes aos efeitos sobre a inflamacdo, dor e a determinacéo da DLsg, encontrados
na literatura somente para outras espécies deste género.

N&o h& relatos de trabalhos sobre o efeito na coagulagdo sanguinea, na agregacéo
plaquetéria e de citotoxicidade frente a Artemia salina para o género Passiflora, sendo este o
primeiro estudo desta natureza. Vale ressaltar também que a determinacdo da DLsy foi
realizada pela primeira vez para esta espécie. Na literatura consultada, encontrou-se descrigdo
de DLsp somente para as espécies P. alata (OGA et al., 1984) e P. mollissima Bailey (EDWIN
et al., 2007).

Inicialmente, realizou-se a prospeccdo fitoquimica, que foi compativel com estudos
similares de outras espécies do género Passiflora (DI STASI et al., 2002; RUDNICKI et al.,
2007), conforme apresentado na Tabela 7 (pagina 75).

Na CCD, utilizando-se reveladores especificos para determinadas classes de
compostos, os extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P. nitida foram positivos para
substancias antioxidantes, compostos fendlicos e sugestivo para flavondides, conforme
demonstrado na Tabela 8 (pagina 76). Tais resultados estdo de acordo com trabalhos descritos
na literatura que relatam a presenca de flavonoides e, inclusive, de saponinas, observados por
meio de CCD (OGA et al., 1984; SOULIMANI et al.,, 1997, DHAWAN et al., 2001a;
DOYAMA et al., 2005; FENNER, 2006; BENINCA et al., 2007; BOAS, 2007; PROVENSI,
2007).

A anélise do espectro no IV foi sugestiva da presenca de varios grupos funcionais,

compativeis com os resultados observados na prospec¢do fitoquimica e na CCD, conforme
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demonstrado na Figura 19 (pagina 77) e com dados obtidos da literatura (DHAWAN et al.,
2003, 2004; DHAWAN; SHARMA, 2002b, 2003).

Os espectros de RMN de *H do EE, obtidos com DO, apresentaram boa resolucéo,
com sinais finos e desdobramentos em dubletos, quartetos, etc (Figura 20, pagina 79). Por se
tratar de um extrato bruto contendo ainda muitas substancias, é possivel que nem todas
tenham sido solubilizadas, uma vez que, pela observacéo dos testes anteriormente elaborados,
0 extrato sugere ser rico em substancias alifaticas, alcanos, ésteres e alguns aglcares ligados
ou ndo a essas cadeias. No espectro no IV (Figura 19, pagina 77) ndo houve sinais intensos na
regido de substancias arométicas, no entanto, de acordo com a prospeccao fitoquimica ha
compostos aromaticos, inclusive com predominancia de substancias flavonoidicas. Além
desse dado, no espectro de RMN de 'H (Figura 20, pagina 79) hé sinais entre d 7,6-8,3,
regido atribuida a presenca de compostos aromaticos.

O extrato EE apresentou efeitos farmacoldgicos, porém, pelas analises realizadas, ndo
podemos afirmar qual ou quais sdo as substancias responsaveis pelas atividades. Para tal, é
necessario que sejam isoladas as substancias e, novamente, testadas farmacologicamente.

Apos a investigacdo fitoquimica preliminar e obtencdo dos extratos brutos, estes foram
testados quanto ao efeito sobre a coagulacdo sanglinea, utilizando os testes TP e TPPa.
Quando examinados pelo teste TP, os extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P. nitida
apresentaram atividade coagulante estatisticamente significativa (P < 0,05). Os dados sugerem
que essa atividade seja devida a interferéncia dos extratos na via extrinseca da coagulacdo
(fator VII). O extrato EE, por sua vez, apresentou atividade anticoagulante estatisticamente
significativa (P < 0,05) no teste TTPA, o que sugere que ele inibe um ou mais fatores da via
intrinseca da coagulacdo (fatores VIII, 1X, Xl, XIlI). Todos os resultados dos testes de
coagulacdo estdo apresentados na Tabela 9 (pégina 80). A atividade do extrato EE sobre a

coagulacdo sangiliinea esta em consondncia com as propriedades farmacolégicas de inibicéo
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da coagulacdo, relatadas na literatura para flavonoides e cumarinas, sugestivamente presentes
na prospeccdo fitoquimica da espécie (KUSTER; ROCHA, 2007; ZUANAZZI;
MONTANHA, 2007).

Uma possivel explicagdo para o comportamento do extrato EE, estaria no fato de o
mesmo fator agir como um procoagulante e como um anticoagulante sob condigdes
diferentes. Por exemplo, mostrou-se que a trombina age como um procoagulante ao clivar o
fibrinogénio, promovendo a formagdo de um coagulo de fibrina. Mas, age como um
anticoagulante ao ativar a proteina C na presenca do co-fator trombomodulina (OSONIYI;
ONAJOBI, 2003; KUMAR et al., 2005; PEREIRA; BOGLIOLO, 2006).

A baixa expressividade de atividade coagulante e anticoagulante dos extratos EA, EE
e EH e pode ser benéfica por ndo vir a potencializar o efeito de farmacos anticoagulantes,
evitando desta forma, o risco de hemorragias e confirma, em parte, o uso popular do género
Passiflora contra picadas de cobra (DHAWAN et al., 2004).

Os extratos também foram testados quanto ao efeito sobre a agregacao plaquetéria. Os
extratos EA, EE e EH inibiram a agregacdo induzida pelos agentes indutores de agregacgéo
plaquetaria ADP e ADR, conforme resultados apresentados na Tabela 10 (pagina 81). Os
valores de Clso presentes na Tabela 11 (pagina 81) apresentaram uma atividade ndo seletiva
por agentes indutores de agregagdo. A espécie estudada apresentou efeito inibitorio mais
acentuado quanto ao extrato EE induzido por ADR (Clsp = 21,0 + 1,9 mg/mL), quando
comparado ao padrdo AAS (Clso = 11,7 £ 0,3 rmg/mL).

A atividade antiagregante da P. nitida pode ser atribuida, em parte, & presenca de
flavonoides e cumarinas, sugestivamente presentes na prospeccao fitoquimica da espécie e
que segundo a literatura, podem inibir a agregacdo plaquetaria (KUSTER; ROCHA, 2007;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). Estudos sugerem efeitos benéficos dos flavonais,

flavonas e lignanas sobre DCV e tém mostrado que algumas flavonas atuam como um agente
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antiagregante, inibindo a atividade da enzima COX de plaguetas humanas (SILVA et al,,
2002; ARTS; HOLLMAN, 2005).

No estudo do efeito sobre a inflamacdo, o extrato EE apresentou atividade
antiinflamatdria, de acordo com a Figura 21 (pagina 82), onde grupos de ratos Wistar tratados
com doses orais de 50, 100 e 150 mg/kg apresentaram inibi¢do do volume do edema de pata
de 6,0; 6,0 e 72,2 %, respectivamente, apds 2 h da aplicagdo s.pl. de carragenina,em relacéo
ao controle. Os resultados obtidos foram semelhantes aos relatados na literatura para outras
espécies deste género, porém, com exce¢do da P. incarnata administrada v.0. (BORRELLI et
al., 1996), as demais espécies foram testadas utilizando-se outras vias de administragdo. Por
exemplo: P. alata (VARGAS et al., 2007) e P. edulis, via i.p. (SILVA et al., 2001;
BEZERRA José et al., 2006; GONCALVES-FILHO et al., 2006; BENINCA et al., 2007;
MONTANHER et al., 2007; VARGAS et al., 2007), sendo que para a ultima também foi
testada a via dérmica (GARROS et al., 2006; GOMES et al., 2006; SILVA et al., 2006).

Isto indica que, provavelmente, os seus constituintes podem inibir diferentes aspectos,
onde estdo envolvidos varios mediadores quimicos da inflamagéo, tais como histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (BRAGGIO et al., 2002; LAPA et al., 2005).

A atividade antiinflamatéria do EE pode ser devida a presenca de compostos
fendlicos, de acordo com estudo que utilizou a metodologia do edema de pata induzido por
carragenina, no qual diversas flavanonas, flavonas e flavondis exibiram atividade
antiinflamatdria quando da administracdo via oral (KIM et al., 2004).

Os flavonoides provavelmente tém multiplos mecanismos celulares agindo em varios
lugares da maquinaria celular, mas um dos mecanismos importantes parece ser a inibicdo de
eicosandides, gerando enzimas como a PLA;, COX e LOX, reduzindo desta forma, as
concentracdes de prostandides e de leucotrienos. Estudos demonstram claramente que alguns

flavonoides inibem a COX-1, para 0s quais se atribui alta margem de seguranca, por ndo
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produzirem efeitos colaterais, como ulcerogenicidade (MUNIAPPAN; SUNDARARAJ,
2003; CARVALHO, 2004; KIM et al., 2004).

Quanto ao estudo do efeito sobre a dor, resultados diversos sdo descritos para 0 género
Passiflora. No estudo de Silva et al. (2001), o extrato etandlico das folhas de P. edulis
promoveu analgesia, o que ndo foi demonstrado pelo extrato da P. alata nos estudos de Oga et
al. (1984).

No presente trabalho, os grupos tratados com o extrato EE nas doses orais de 25 e 50
mg/kg apresentaram menores estimulos dolorosos nos modelos de nocicepcao realizados em
camundongos BALB-c. No teste de contor¢des induzidas por &cido acético, 0s grupos
apresentaram menor nimero de contor¢des (0,6 £ 0,4 e 0,2 £ 0,2) para as doses de 25 e 50
mg/kg, respectivamente, quando comparados ao grupo controle (9,0 = 2,3), conforme
demonstrado na Figura 22 (pagina 83). A dose de 25 mg/kg aumentou o tempo de laténcia no
teste de placa quente, comparada ao grupo controle (10,9 = 0,7; 5,0 £ 0,6 s, respectivamente),
conforme demonstrado na Figura 23 (pagina 84). Resultados semelhantes foram descritos na
literatura para a espécie P. edulis (SILVA et al, 2001), porém utilizando doses
consideravelmente maiores (0,5; 1,0 e 2,0 g/kg), via intraperitoneal.

A intensidade de uma resposta nociceptiva é resultante da acdo combinada de
numerosos mediadores quimicos que, atuando em sitios periféricos, medulares ou centrais,
exacerbam ou modulam esta resposta (LAPA et al, 2005). O extrato EE testado,
possivelmente, estd exercendo agBes antinociceptivas sobre o sistema nervoso periférico pela
inibicdo dos mediadores enddgenos (VILLALBA et al., 2007).

Quanto as doses estudadas, os resultados apresentados sugerem a presenca de
compostos quimicos caracteristicos aos agentes antiinflamatorios ndo-esteroidais, em razédo
das atividades antiinflamatdria e analgésica dose-dependentes, ou seja, 0s AINE sdo bons

analgésicos e antipiréticos em baixas doses e tem melhor efeito antiinflamatorio em doses
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maiores, que inibem a COX do &cido araquidénico (AA) nas células inflamatdrias e reduzem
a sintese de prostandides (BOTTING; BOTTING, 2000; SILVA et al., 2001; BRAGGIO et
al., 2002; CERDA; ARRAU, 2002; RANG et al., 2004; BEZERRA et al., 2006; GARROS et
al., 2006; GOMES et al., 2006; SILVA et al., 2006).

O resultado da P. nitida sobre a inflamacéo e a dor foi comparado a outros estudos,
onde a acdo da planta foi, provavelmente, semelhante @ do AINE indometacina, que € o
padréo utilizado como controle positivo nos testes de edema de pata e de contorgdes (SILVA
et al.; 2001; SOUSA et al., 2007). Porém testes adicionais sdo necessarios para comprovar tal
fato.

A fim de verificar a toxicidade da espécie estudada, realizou-se o teste de
citotoxicidade frente & Artemia salina, de toxicidade aguda e a determinagdo da DLs.
Segundo Meyer et al. (1982) considera-se que um composto é ativo no teste frente a Artemia
salina quando se encontra valores de concentragéo letal (CLsp) abaixo de 1 mg/mL. Os
extratos EA, EE e EH ndo apresentaram efeito citotdxico apds o periodo de avaliacdo padrdo
de 24 h, conforme a Tabela 12 (pégina 85).

Nos testes gerais de atividade farmacoldgica, os grupos tratados com o extrato EE via
i.p. apresentaram parametros de toxicidade apresentados na Tabela 14 (pagina 87) e observou-
se efeito letal em doses acima de 460 mg/kg (i.p.). As mortes ocorreram dentro de 24 h e os
animais sobreviventes (Tabela 13, pagina 86) pareciam estar recuperados dos efeitos da droga
dentro deste periodo. No entanto, segundo parametros de comportamento observados na
Tabela 14 (pagina 87), este extrato ndo foi letal até a dose maxima de 5 g/kg (v.0.) no mesmo
modelo animal.

Os animais que receberam a administracdo do extrato EE via i.p na dose de 1 g/kg
apresentaram convulsao e cianose precedendo o 6bito. Os parametros utilizados para avaliar a

depressdo respiratdria foram: freqiéncia respiratdria inferior a 60 respiracfes por minuto e
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cianose de extremidades (cauda, patas e focinho), o0s quais precediam a parada
cardiorrespiratoria.

Na analise macroscépica da cavidade abdominal observou-se que o figado de
coloragdo escura e os intestinos delgado e grosso mantiveram suas coloragcdes semelhantes as
do grupo controle. Na cavidade toracica observamos pulmdes hiperémicos, vasos dilatados e
0 coragéo escuro quando comparados com as mesmas estruturas do grupo controle.

A DLs do extrato EE foi estimada em 466,6 mg/kg nas doses avaliadas via i.p. em
camundongos BALB/c, conforme apresentado na Figura 25 (pagina 88) e serviu como base
para estabelecer as doses nos experimentos farmacol6gicos deste estudo. O efeito letal
apresentado para a via i.p. pode dever-se a toxicidade provocada por heterosideos
cianogénicos, cumarinas, glicosideos cardioativos e/ou saponinas observados na prospeccao
fitogquimica (KUSTER; ROCHA, 2007; RATES; BRIDI, 2007; SCHENKEL et al., 2007a,b),
conforme a Tabela 7, pagina 75. Considerando a existéncia de componentes cianogénicos em
espécies de Passiflora, os testes de toxicidade ndo devem ser excluidos (DHAWAN et al.,
2004).

Comparando com dados da literatura sobre toxicidade do género Passiflora, alguns
frutos imaturos de espécies de Passiflora (por exemplo, P. adenopoda) podem ser toxicos e
até fatais quando ingeridos (BOAS, 2007). Dos frutos e folhas de P. edulis caracterizou-se a
auséncia de toxicidade. Porém, outros trabalhos relatam a presenca de efeito tdxico como a
promocao de um quadro de hepatodistrofia quando do uso de dose superior & preconizada pela
populacdo e efeitos toxicos nos sistemas hepético e pancreatico (MALUF et al., 1991; DI
STASI et al., 2002).

No estudo de Oga et al. (1984), o extrato bruto das folhas de Passiflora alata
submetido ao teste de toxicidade aguda em camundongos, revelou que o efeito letal é causado

em doses acima de 432 mg/kg. Todos os animais apresentaram sintomas depressivos com
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sonoléncia e em doses letais, as mortes ocorreram dentro de 24 h, tendo o valor de DLs sido
estimado como 456 mg/kg. Contudo, foi revelada a auséncia de toxicidade dos extratos de P.
alata e P. edulis na gestagéo de roedores, com o tratamento oral de 800 mg/kg/dia (AMARAL
et al., 2001).

Devido a inexisténcia de dados cientificos sobre as a¢Ges no SNC, aconselha-se
utilizar Passiflora nitida com cautela, especialmente quando o wuso for feito
concomitantemente com depressores ou estimulantes do SNC, tendo em vista a atividade
depressora e a atividade estimulante presente na literatura para outras espécies do género
(DHAWAN et al., 2004).

Os extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P. nitida sugerem possuir constituintes
ativos com potencialidades para fins terapéuticos, como demonstrado nos métodos
empregados. Os resultados aqui obtidos contribuem, portanto, para a validagéo do uso popular
do género Passiflora. No entanto, 0os mecanismos exatos das atividades terapéuticas dos
extratos da P. nitida ainda s&o desconhecidos, devendo estes estudos ser acrescidos de
fracionamento, isolamento e testes farmacoldgicos adicionais, visando a obtencdo de
principios ativos e elucidacdo dos mecanismos de agdo, a fim de garantir 0 uso seguro pela

populagéo.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Na analise das folhas de Passiflora nitida Kunth, os flavonoides destacaram-se como
classe majoritaria de compostos quimicos, a qual podem ser atribuidos, em parte, 0s
efeitos farmacoldgicos estudados.

Os extratos aquoso, etanolico e hexanico das folhas de P. nitida apresentam moderadas
atividades coagulante e anticoagulante.

O extrato etanolico apresenta efeitos antiagregante plaquetario mais significativo,
antiinflamatdrio e antinociceptivo.

Os extratos aquoso, etandlico e hexanico ndo apresentam citotoxicidade frente a Artemia
salina.

O extrato etandlico ndo € toxico quando da aplicacdo via oral até a dose maxima de 5
g/kg. A DLs é de 466,6 mg/kg, quando administrado via intraperitoneal.

As folhas de P. nitida possuem constituintes ativos, com potencialidades para fins
terapéuticos e sdo promissores para futuros estudos, visando, por exemplo, a elaboracdo
de fitoterapicos.

Os efeitos farmacologicos apresentados contribuem para futura elaboragdo de produtos
biotecnoldgicos derivados desta fonte natural local, haja vista o potencial econdémico que

uma planta ou substancia com algumas dessas atividades podem trazer para a regiao.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

98

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKHONDZADEH, S.; NAGHAVI, H.R.; VAZIRIAN, M.; SHAYEGANPOUR, A;
RASHIDI, H.; KHANI, M. Passionflower in the treatment of generalized anxiety: a pilot
double-blind randomized controlled trial with oxazepam. Journal of Clinical Pharmacy and
Therapeutics, v. 26, n. 5, p. 363-7, 2001a.

. Passionflower in the treatment of opiates withdrawal: a double-blind randomized
controlled trial. Journal of Clinical Pharmacy and Therapeutics, v. 26, n. 5, p. 369-73,
2001b.

AMARAL, Karine Medeiros; SCHENKEL, Eloir; LANGELOH, Augusto. Avaliagdo da
toxicidade reprodutiva dos extratos aquosos liofilizados de Passiflora alata Dryander e
Passiflora edulis Sims em ratas Wistar. Acta Farmaceutica Bonaerense, v. 20, n. 3, p. 215-
20, 2001.

ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolucdo - RDC
n® 17, de 24 de fevereiro de 2000. Dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos.
In: Diario Oficial da Unido, Brasilia, 25 fev. 2000.

. Resolugdo - RDC n® 48, de 16 de marco de 2004. Dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos. In: Diario Oficial da Unido, Brasilia, 18 mar. 2004a.

. Resolugdo - RE n® 90, de 16 de marco de 2004. Dispde sobre a determinagdo da
publicacdo da "GUIA PARA A REALIZACAO DE ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-
CLINICA DE FITOTERAPICOS". In: Diario Oficial da Unido, Brasilia, 18 mar. 2004b.

ARTS, llja C.W.; HOLLMAN, Peter C.H. Polyphenols and disease risk in epidemiologic
studies. American Journal of Clinical Nutrition, v. 81, n. 1 (Supplement), p. 317S-25S,
2005.

BARBOSA, Paulo Roberto. Estudo da acd@o psicofarmacoldgica de extratos de Passiflora
alata Dryander e Passiflora edulis Sims. Criciuma: UNESC, 2006. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Ambientais), Universidade do Extremo Sul Catarinense, 2006.

BARRETO-NETTO, Manoel; SANTOS, Jodo Lobato; MONTENEGRO, Mario Rubens.
Perturbacdes circulatorias. In: MONTENEGRO, Mario Rubens; FRANCO, Marcello (eds).
Patologia: processos gerais. 4. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2004.

BENDINI, Alessandra; CERRETANI, Lorenzo; PIZZOLANTE, Luca; TOSCHI, Tullia
Gallina; GUZZO, Flavia; CEOLDO, Stefania, MARCONI, Andrea Maria; ANDREETTA,
Filippo; LEVI, Marisa. Phenol content related to antioxidant and antimicrobial activities of
Passiflora spp. extracts. European Food Research Technology, v. 223, n. 1, p. 102-9, 2006.

BENINCA, Jucélia Pizzettii MONTANHER, Ana Beatriz; ZUCOLOTTO, Silvana Maria;
ESCHENKEL, Eloir Paulo; FRODE, Tania Silvia. Evaluation of the anti-inflammatory
efficacy of Passiflora edulis. Food Chemistry, v. 104, n. 3, p. 1097-105, 2007.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

99

BERNARDI, Patricia Sigilld6 Mazzoni; MOREIRA, Haroldo Wilson. Perfil agregante em
cardiacos em uso do acido acetil salicilico. Revista Brasileira de Analises Clinicas, v. 37,
n. 1, p. 31-4, 2005.

BERNE, Robert M.; LEVY, Matthew N.; KOEPPEN, Bruce M.; STANTON, Bruce A.
Hemostasia e coagulacédo. Fisiologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 2004.

BEZERRA, Jeamile L.; COSTA, Graciomar C.; LOPES, Thaiana C.; CARVALHO, Izabelle
C.D.S.; PATRICIO, Fernando J.; SOUSA, Sanara M.; AMARAL, Flavia M.M.; REBELO,
José Manuel M.; GUERRA, Rosane N.M.; RIBEIRO, Maria Nilce S.; NASCIMENTO,
Flavia R.F. Avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro de plantas medicinais. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 16 (Suplemento), p. 631-7, dez. 2006.

BEZERRA, José Antonio Ferreira; CAMPOS, Antonio Carlos L.; VASCONCELOS, Paulo
Roberto Leitdo; NICARETA, Jean Ricardo; RIBEIRO, Elaine Rossi; SEBASTIAO, Ana
Paula Martins; URDIALES, Akihito Inca A.; MOREIRA, Marlus; BORGES, Alessandra
Miguel. Extrato de Passiflora edulis na cicatrizagdo de anastomose coldnica em ratos: estudo
morfoldgico e tensiométrico. Acta Cirargica Brasileira, v. 21 (Supl. 3), p. 16-25, 2006.

BOAS, Larissa de Biaggi Villas. Estudo dos constituintes quimicos ansioliticos e sedativos
de Passiflora actinia Hook., Passifloraceae. Curitiba: UFPR, 2005. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas), Setor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana,
2007.

BORN, G.V.R.; CROSS, M.J. The aggregation of blood platelets. Journal of Physiology,
v. 168, p. 178-95, 1963.

BORRAS, Maria Rosa Lozano. Plantas da Amazonia: medicinas ou mégicas? - Plantas
comercializas no Mercado Municipal Adolpho Lisboa. Manaus: Valer / Governo do Estado
do Amazonas, 2003.

BORRELLI, F.; PINTO, L.; 1ZZO, A.A., MASCOLO, N.; CAPASSO, F.; MERCATI, V,;
TOJA, E.; AUTORE, G. Anti-inflammatory activity of Passiflora incarnata L. in rats.
Phytotherapy Research, v. 10 (Suppl 1), p. 104S-6S, 1996.

BOTTING, R.M.; BOTTING, J.H. Pathogenesis and mechanisms of inflammation and pain:
an overview. Clinical Drug Investigation, v. 19 (Suppl 2), p. 1-7, 2000.

BRAGGIO, M.M.; LIMA, M.E.L.; VEASEY, E.A., HARAGUCHI, M. Atividades
farmacoldgicas das folhas da Sesbania virgata (Cav.) Pers. Arquivos do Instituto Biol4gico,
V. 69, n. 4, p. 49-53, out./dez. 2002.

CARLINI, E.A. Farmacologia préatica sem aparelhagem. So Paulo: Sarvier, 1973.

CARVALHO, José Carlos Tavares. Fitoterapicos anti-inflamatdrios: aspectos quimicos,
farmacologicos e aplicacdes terapéuticas. Ribeirdo Preto: Tecmedd, 2004.

CERDA, Osses Haydeé; ARRAU, Mario Poblete. Manejo de dolor postoperatorio. Revista
Chilena de Anestesia, v. 31, n. 1, 2002. Disponivel em: <http://www.socanestesia.cl/rev_
anestesia/0202/manejo.asp>. Acesso em: 16 jun. 2008.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

100

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal. Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, 1991. Disponivel em: <http://www.unb.br/ib/ceua/COBEA.htm>.
Acesso em: 08 ago. 2008.

COLLIER, H.0.J.; DINNEEN, L.C.; JOHNSON, C.A.; SCHNEIDER, C. The abdominal
constriction response and its suppression by analgesic drugs in the mouse. British Journal of
Pharmacology and Chemotherapy, v. 32, n. 2, p. 295-310, 1968.

COSTA, Aloisio Fernandes. Farmacos com alcaloides. In: . Farmacognosia:
Farmacognosia Experimental. rev. atual. 3. ed. Lisboa: Fundagdo Calouste Gulbenkian,
2001a. 3 V.

Farmacos com heterdsidos. In: . Farmacognosia: Farmacognosia
Experimental. rev. atual. 3. ed. Lisboa: Fundagéo Calouste Gulbenkian, 2001b. 3 V.

DHAWAN, Kamaldeep; DHAWAN, Sanju; CHHABRA, Sumit. Attenuation of
benzodiazepine dependence in mice by a tri-substituted benzoflavone moiety of Passiflora
incarnata Linneaus: a non-habit forming anxiolytic. Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, v. 6, n. 2, p. 215-22, 2003.

DHAWAN, Kamaldeep; DHAWAN, Sanju; SHARMA, Anupam. Passiflora: a review
update. Journal of Ethnopharmacology, v. 94, n. 1, p. 1-23, 2004.

DHAWAN, Kamaldeep; KUMAR, Suresh; SHARMA, Anupam. Anti-anxiety studies on
extracts of Passiflora incarnata Linneaus. Journal of Ethnopharmacology, v. 78, n. 2-3,
p. 165-70, 2001a.

. Anxiolytic activity of aerial and underground parts of Passiflora incarnata.
Fitoterapia, v. 72, n. 8, p. 922-6, 2001b.

. Comparative biological activity study on Passiflora incarnata and P. edulis.
Fitoterapia, v. 72, n. 6, p. 698-702, 2001c.

DHAWAN, Kamaldeep; SHARMA, Anupam. Antitussive activity of the methanol extract of
Passiflora incarnata leaves. Fitoterapia, v. 73, n. 5, p. 397-9, 2002a.

. Prevention of chronic alcohol and nicotine-induced azospermia, sterility and
decreased libido, by a novel tri-substituted benzoflavone moiety from Passiflora incarnata
Linneaus in healthy male rats. Life Sciences, v. 71, n. 26, p. 3059-69, 2002b.

. Restoration of chronic- D’-THC-induced decline in sexuality in male rats by a novel
benzoflavone moiety from Passiflora incarnata Linn. British Journal of Pharmacology,
v. 138, n. 1, p. 117-20, 2003.

DI STASI, Luiz Claudio; HIRUMA-LIMA, Clélia Akiko; GONZALES, Fabiana Gaspar;
PORTILHO, Wagner Gomes. Violales medicinais. In: DI STASI, Luiz Claudio; HIRUMA-
LIMA, Clélia Akiko. Plantas medicinais na Amazdnia e na Mata Atlantica. 2. ed. rev. e
ampl. S&o Paulo: Ed. da UNESP, 2002.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

101

DOLABELA, Maria Fani. Triagem in vitro para atividade antitumoral e anti-T. cruzi de
extratos vegetais, produtos naturais e substancias sintéticas. Belo Horizonte: UFMG, 1997.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas). Universidade Federal de Minas Gerais, 1997.

DOYAMA, J.T.; RODRIGUES, H.G.; NOVELLI, E.L.B.; CEREDA, E.; VILEGAS, W.
Chemical investigation and effects of the tea of Passiflora alata on biochemical parameters in
rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 96, n. 3, p. 371-4, 2005.

EDWIN, E.; SHEEJA, E.; DHANABAL, S.P.; SURESH, B. Antihyperglycemic activity of
Passiflora mollissima Bailey. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 69, n. 4,
p. 570-1, 2007.

FALKENBERG, Miriam de Barcellos; SANTOS, Rosana Isabel; SIMOES, Claudia Maria
Oliveira. Introducdo a analise fitoquimica. In: SIMOES, Claudia Maria Oliveira;
SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO, Joédo Carlos Palazzo; MENTZ, Lilian
Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.
Porto Alegre: Ed. da UFRGS; Floriandpolis: Ed. da UFSC, 2007.

FENNER, Raquel. Avaliacéo do efeito hipnotico/sedativo e ansiolitico de um extrato seco
nebulizado de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae). Porto Alegre: UFRGS, 2006.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas), Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, 2006.

FINNEY, David J. Probit analysis: a statistical treatment of the sigmoid response curve.
Cambridge: Cambridge University Press, 1947.

GAILLIOT, F. Patrick. Initial extraction and product capture. In. CANNELL, Richard J.P.
Natural Products Isolation. Totowa: Humana Press, 1998.

GARCIA, Eloi Silva; SILVA, Ana Célia Pessoa; GILBERT, Benjamin; CORREA, Cristiana
Borghert Vial;, CAVALHEIRO, Maria Virginia Silva; SANTOS, Ricardo Ribeiro;
TOMASSINI, Teresinha. Biodiversidade: perspectivas e oportunidades. BDT - Base de
Dados Tropical. Campinas: BDT Publicagbes, 1995, cap. 10. Disponivel em:
<http://www.bdt.org.br>. Acesso em: 26 abr. 2006.

GARROS, Inaldo de Castro; CAMPOS, Antonio Carlos L.; TAMBARA, Elizabeth Milla;
TENORIO, Sérgio Bernardo; TORRES, Orlando Jorge Martins; AGULHAM, Miguel
Angelo; ARAUJO, Allan Cezar Faria; SANTIS-ISOLAN, Paola Maria Brolin; OLIVEIRA,
Rohnelt Machado; ARRUDA, Elaine Cristina de Moraes. Extrato de Passiflora edulis na
cicatrizacdo de feridas cuténeas abertas em ratos: estudo morfolégico e histolégico. Acta
Cirurgica Brasileira, v. 21 (Supl. 3), p. 55-65, 2006.

GOMES, Calide Soares; CAMPOS, Antonio Carlos L.; TORRES, Orlando Jorge Martins;
VASCONCELOS, Paulo Roberto Leitdo; MOREIRA, Ana Tereza Ramos; TENORIO, Sérgio
Bernardo; TAMBARA, Elizabeth Milla; SAKATA, Kenji; MORAES-JUNIOR, Hugo;
FERRER, André Luiz S. Efeito do extrato de Passiflora edulis na cicatrizagdo da parede
abdominal de ratos: estudo morfoldgico e tensiométrico. Acta Cirargica Brasileira, v. 21
(Supl. 2), p. 9-16, 2006.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

102

GONCALVES-FILHO, Antonio; TORRES, Orlando Jorge Martins; CAMPOS, Antonio
Carlos Ligocki; TAMBARA-FILHO, Renato; ROCHA, Luiz Carlos de Almeida; THIEDE,
Arnulf, LUNEDO, Sandra Maria Corréa; BARBOSA, Raimundo Eri de Araljo;
BERNHARDT, Joel Antonio; VASCONCELOS, Paulo Roberto Leitdo. Efeito do extrato de
Passiflora edulis (maracuja) na cicatrizagdo de bexiga em ratos: estudo morfologico. Acta
Cirurgica Brasileira, v. 21 (Supl. 2), p. 3-8, 2006.

GRENAND, Pierre; MORETTI, Christian; JACQUEMIN, Henri. Pharmacopées
traditionnelles en Guyane. Créoles, Palikur, Waydpi. Paris: Orstom, 1987.

GULLO, Vincent P.; MCALPINE, James; LAM, Kin S.; BAKER, Dwight; PETERSEN,
Frank. Drug discovery from natural products. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, v. 33, n. 7, p. 523-31, 2006.

GUYTON, Arthur C.; HALL, John E. Hemostasia e coagulagdo sanglinea. In:
Tratado de Fisiologia Médica. 10. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 2002.

HAVSTEEN, Bent H. The biochemistry and medical significance of the flavonoids.
Pharmacology & Therapeutics, v. 96, n. 2-3, p. 67-202, 2002.

HOPKINS, Michael J. G.; SOUZA, Maria Analia D. Passifloraceae. In: RIBEIRO, José
Eduardo L. da S.; HOPKINS, Michael J. G.; VICENTINI, Alberto; SOTHERS, Cynthia A.;
COSTA, Maria Auxiliadora da S.; BRITO, Joneide M.; SOUZA, Maria Anélia D.;
MARTINS, Lucia Helena P.; LOHMANN, Lucia G.; ASSUNCAO, Paulo Apéstolo C. L.;
PEREIRA, Everaldo da C.; SILVA, Cosmo Fernandes; MESQUITA, Mariana R,
PROCOPIO, Lilian C. Flora da Reserva Ducke: guia de identificacdo das plantas
vasculares de uma floresta de terra-firme na Amazonia Central. Manaus: INPA, 1999.

IASP - INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN. Pain
terminology. Disponivel em: <http://www.iasp-pain.org>. Acesso em: 20 abr. 2008.

ICHIMURA, Toshiaki; YAMANAKA, Akiko; ICHIBA, Toshio; TOYOKAWA, Tetsuya;
KAMADA, Yasuhiro; TAMAMURA, Takako; MARUYAMA, Susumu. Antihypertensive
effect of an extract of Passiflora edulis rind in spontaneously hypertensive rats. Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry, v. 70, n. 3, p. 718-21, 2006.

INPI - INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL. Relagdo: frutas da
Amazonia. Disponivel em: <http://www.inpi.gov.br/frutas_amazonia/frutas.ntm>. Acesso em:
09 mai. 2006.

IPGRI; CIRAD - INTERNATIONAL PLANT GENETIC RESOURCES INSTITUTE;
CENTRE DE COOPERATION INTERNATIONALE EN RECHERCHE AGRONOMIQUE
POUR LE DEVELOPPEMENT. Passiflora nitida (H.B.K.) (Passifloraceae). Disponivel em:
<http://www.ciat.cgiar.org>. Acesso em: 26 abr. 2006.

JUNQUEIRA, Keize Pereira; FALEIRO, Fabio Gelape; RAMOS, José Darlan; BELLON,
Graciele; JUNQUEIRA, Nilton Tadeu Vilela, BRAGA, Marcelo Fideles. Variabilidade
genética de acessos de maracuja-suspiro com base em marcadores moleculares. Revista
Brasileira de Fruticultura, v. 29, n. 3, p. 571-5, dez. 2007.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

103

KIM, Hyun Pyo; SON, Kun Ho; CHANG, Hyeun Wook; KANG, Sam Sik. Anti-
inflammatory plant flavonoids and cellular action mechanisms. Journal of Pharmacological
Sciences, v. 96, n. 3, p. 229-45, 2004.

KIM, Moo-Sung; LEE, Kyung-Ae. Antithrombotic activity of methanolic extract of
Umbilicaria esculenta. Journal of Ethnopharmacology, v. 105, n. 3, p. 342-5, 2006.

KUMAR, Vinay; ABBAS, Abul K.; FAUSTO, Nelson (eds). Inflamagé&o aguda e cronica. In:
. Robbins & Cotran, Patologia - bases patoldgicas das doencas. 7. ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2005.

KUSTER, Ricardo Machado; ROCHA, Leandro Machado. Cumarinas, cromonas e xantonas.
In: SIMOES, Claudia Maria Oliveira; SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO,
Jodo Carlos Palazzo; MENTZ, Lilian Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.).
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre: Ed. da UFRGS;
Florianopolis: Ed. da UFSC, 2007.

LANS, Cheryl A. Ethnomedicines used in Trinidad and Tobago for urinary problems and
diabetes mellitus. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, v. 2, p. 45, 2006.

LAPA, Antonio José; SOUCCAR, Caden; LIMA-LANDMAN, Maria Teresa R.; CASTRO,
Maria Salete de A.; LIMA, Thereza Cristina M. Métodos de avaliagdo da atividade
farmacoldgica de plantas medicinais. Sdo Paulo: Setor de Produtos Naturais, Departamento
de Farmacologia, UNIFESP/EPM, 2005.

MACIEL, Maria Aparecida M.; PINTO, Angelo C.; VEIGA-JUNIOR, Valdir F.;
GRYNBERG, Noema F.; ECHEVARRIA, Aurea. Plantas medicinais: a necessidade de
estudos multidisciplinares. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 429-38, 2002.

MALONE, M.H. Pharmacological approaches to natural products, screening and evaluation.
In. WAGNER, H.; WOLFF, P. New natural products and plants drugs with
pharmacological, biological or therapeutical activity. Berlin: Springer-Verlag, 1977.

MALUF, E.; BARROS, H.M.T.; FROCHTENGARTEN, M.L.; BENTI, R.; LEITE, J.R.
Assessment of the hypnotic/sedative effects and toxicity of Passiflora edulis aqueous extract
in rodents and humans. Phytotherapy Research, v. 5, n. 6, p. 262-6, 1991.

MATQOS, F.J. Abreu. Introducdo a Fitoquimica Experimental. 4. ed. Fortaleza: Ed. UFC,
1997.

MCcLAUGHLIN, Jerry L.; ROGERS, Lingling L.; ANDERSON, Jon E. The use of biological
assays to evaluate botanicals. Drug Information Journal, v. 32, p. 513-24, 1998.

MEKHFI, Hassane; EL HAOUARI, Mohammed; LEGSSYER, Abdelkhaleq; BNOUHAM,
Mohammed; AZIZ, Mohammed; ATMANI, Fouad; REMMAL, Adnane; ZIYYAT,
Abderrahim. Platelet anti-aggregant property of some Moroccan medicinal plants. Journal of
Ethnopharmacology, v. 94, n. 2-3, p. 317-22, 2004.

METZE, Konradin. Disturbios da circulagdo. In: BRASILEIRO-FILHO, Geraldo. Bogliolo
Patologia. 7. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 2006.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

104

MEYER, R.N.; FERRIGNI, N.R.; PUTNAM, J.E.; JACOBSEN, L.B.; NICHOLS, D.E;;
MCcLAUGHLIN J.L. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituents. Journal of Medicinal Plant Research, v. 45, n. 1, p. 31-4, 1982.

MOBOT - Missouri Botanical Garden. Passifloraceae Juss. ex Roussel. Disponivel em:
<http://www.tropicos.org/Name/42000124>. Acesso em: 08 ago. 2008.

MONTANHER, Ana Beatriz; ZUCOLOTTO, Silvana Maria; SCHENKEL, Eloir Paulo;
FRODE, Tania Silvia. Evidence of anti-inflammatory effects of Passiflora edulis in an
inflammation model. Journal of Ethnopharmacology, v. 109, n. 2, p. 281-8, 2007.

MORAES, Michel C.; VIEIRA, Maria Lucia C.; NOVAES, Quelmo S.; REZENDE, Jorge
A.M. Susceptibilidade de Passiflora nitida ao Passion fruit woodiness virus. Fitopatologia
Brasileira, v. 27, n. 1, p. 108, jan./fev. 2002.

MUNIAPPAN, M.; SUNDARARAJ, T. Antiinflammatory and antiulcer activities of
Bambusa arundinacea. Journal of Ethnopharmacology, v. 88, n. 2-3, p. 161-7, 2003.

NASSIRI-ASL, Marjan; SHARIATI-RAD, Schwann; ZAMANSOLTANI, Farzaneh.
Anticonvulsant effects of aerial parts of Passiflora incarnata extract in mice: involvement of
benzodiazepine and opioid receptors. BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 7,
n. 26, 2007.

NEWMAN, David J.; CRAGG, Gordon M.; SNADER, Kenneth M. Natural products as
sources of new drugs over the period 1981-2002. Journal of Natural Products, v. 66, n. 7,
p. 1022-37, 2003.

OGA, Seizi. Fundamentos de Toxicologia. S&o Paulo: Atheneu, 1996.

OGA, Seizi; FREITAS, Paulo Chanel; SILVA, Antonio C. Gomes; HANADA, Seico.
Pharmacological trials of crude extract of Passiflora alata. Planta Medica, v. 50, n. 4, p. 303-
6, 1984.

OSONIYI, Omolaja; ONAJOBI, Funmi. Coagulant and anticoagulant activities in Jatropha
curcas latex. Journal of Ethnopharmacology, v. 89, n. 1, p. 101-5, 2003.

PEREIRA, Fausto Edmundo Lima; BOGLIOLO, Luigi. Inflamagdes. In: BRASILEIRO-
FILHO, Geraldo. Bogliolo Patologia. 7. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 2006.

PROVENSI, Gustavo. Investigagdo da atividade ansiolitica de Passiflora alata Curtis
(Passifloraceae). Porto Alegre: UFRGS, 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmaceéuticas), Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2007.

RANDALL, L.O.; SELITTO, JJ. A method for measurement of analgesic activity on
inflamed tissue. Archives Internationales de Pharmacodynamie et de Thérapie, v. 111, n. 4,
p. 409-19, 1957.

RANG, H.P.; DALE, M.M.; RITTER, J.M.; MOORE, P.K. Farmacologia. 5. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2004.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

105

RATES, Stela Maria Kuze. Plants as source of drugs. Toxicon, v. 39, n. 5, p. 603-13, 2001.

RATES, Stela Maria Kuze; BRIDI, Raquel. Heterosideos cardioativos. In: SIMOES, Claudia
Maria Oliveira; SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO, Jodo Carlos Palazzo;
MENTZ, Lilian Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.). Farmacognosia: da planta ao
medicamento. 6. ed. Porto Alegre: Ed. da UFRGS; Floriandpolis: Ed. da UFSC, 2007.

RUDNICKI, Martina; OLIVEIRA, Marcos Roberto; PEREIRA, Tiago da Veiga;
REGINATTO, Flavio Henrique; DAL-P1ZZOL, Felipe; MOREIRA, José Claudio Fonseca.
Antioxidant and antiglycation properties of Passiflora alata and Passiflora edulis extracts.
Food Chemistry, v. 100, n. 2, p. 719-24, 2007.

SANTOS, K.C.; SANTOS, C.A.M.; OLIVEIRA, R.M.W. Passiflora actinia Hooker extracts
and fractions induce catalepsy in mice. Journal of Ethnopharmacology, v. 100, n. 3, p. 306-
9, 2005.

SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMANN, Grace; ATHAYDE, Margareth Linde. Saponinas. In:
SIMOES, Claudia Maria Oliveira; SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO,
Jodo Carlos Palazzo; MENTZ, Lilian Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.).
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre: Ed. da UFRGS;
Florianopolis: Ed. da UFSC, 2007a.

SCHENKEL, Eloir Paulo; ZANNIN, Marlene; MENTZ, Lilian Auler; BORDIGNON, Sérgio
Augusto de Loreto; IRGANG, Bruno. Plantas téxicas. In: SIMOES, Claudia Maria Oliveira;
SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO, Joédo Carlos Palazzo; MENTZ, Lilian
Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.
Porto Alegre: Ed. da UFRGS; Florianépolis: Ed. da UFSC, 2007b.

SILVA, Barbara Tereza Fonseca; FREIRE, Sénia Maria de Farias. Estudos farmacolégicos do
extrato etandlico de folhas de Passiflora edulis (maracuja amarelo) em ratos e camundongos.
Revista de Ciéncias da Saude (UFMA), v. 2, n. 2, p. 21-4, 2000.

SILVA, Barbara Tereza Fonseca; NUNES, Sandra Fernanda Loureiro de Castro; FREIRE,
Sonia Maria de Farias. Efeito antiinflamatdrio, analgésico e antipirético do extrato etandlico
de folhas de Passiflora edulis var. flavicarpa (maracuja amarelo). Cadernos de Pesquisa
(UEMA), v. 12, n. 1/2, p. 28-37, jan./dez. 2001.

SILVA, José Ribamar Sousa; CAMPOS, Antonio Carlos Ligocki; FERREIRA, Lydia
Masako; ARANHA-JUNIOR, Ayrton Alves; THIEDE, Arnulf; ZAGO-FILHO, Luiz Alberto;
BERTOLI, Lyrio César; FERREIRA, Marcelo; TRUBIAN, Paula Suzin; FREITAS,
Alexandre Coutinho Teixeira. Efeito do extrato da Passiflora edulis na cicatrizagcdo de
gastrorrafias em ratos: estudo morfoldgico e tensiométrico. Acta Cirargica Brasileira, v. 21
(Supl. 2), p. 52-60, 2006.

SILVA, Karina Luize; CECHINEL-FILHO, Valdir. Plantas do género Bauhinia: composic¢ao
quimica e potencial farmacolégico. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 449-54, 2002.

SILVA, Rosimar R.; OLIVEIRA, Tania T.; NAGEM, Tanus J.; LEAO, Maria A. Efeito de
flavondides no metabolismo do &cido araquiddnico. Medicina, v. 35, n. 2, p. 127-33, abr./jun.
2002.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

106

SILVERSTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X.; KIEMLE, David J. Espectrometria no
infravermelho. In: . Identificacdo espectrométrica de compostos organicos. 7. ed. Rio
de Janeiro: LTC - Livros Técnicos e Cientificos Editora S.A., 2007a.

. Espectrometria de ressonancia magnética de hidrogénio. In: . ldentificacéo
espectrométrica de compostos orgénicos. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC - Livros Técnicos e
Cientificos Editora S.A., 2007b.

SOULIMANI, Rachid; YOUNOS, Chafique; JARMOUNI, Salah; BOUSTA, Dalila;
MISSLIN, René; MORTIER, Francois. Behavioural effects of Passiflora incarnata L. and its
indole alkaloid and flavonoid derivatives and maltol in the mouse. Journal of
Ethnopharmacology, v. 57, n. 1, p. 11-20, 1997.

SOUSA, O.V.; DEL-VECHIO-VIEIRA, G.; ALMEIDA, B.H.; MIRANDA, M.A,
FILGUEIRAS, R.C.. CAMPOS, A.C.; SILVERIO, M.S. Efeitos farmacologicos e
toxicologicos do extrato de Posoqueria acutifolia Mart. (Rubiaceae) em roedores. Revista de
Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 28, n. 1, p.51-6, 2007.

TERRA, Paulo. Coagulacéo: interpretacdo clinica dos testes laboratoriais de rotina. 3. ed.
Sdo Paulo: Atheneu, 2004.

TOGNOLINI, M.; BAROCELLI, E.; BALLABENI, V.; BRUNI, R.; BIANCHI, A;
CHIAVARINI, M.; IMPICCIATORE, M. Comparative screening of plant essential oils:
Phenylpropanoid moiety as basic core for antiplatelet activity. Life Sciences, v. 78, n. 13,
p. 1419-32, 2006.

TOLEDO, Ana Cristina Oltramari; HIRATA, Lilian Lucio; BUFFON, Marilene da Cruz M.;
MIGUEL, Marilis Dallarmi; MIGUEL, Obdulio Gomes. Fitoterapicos: uma abordagem
farmacotécnica. Lecta-Universidade de Sdo Francisco, v. 21, n. 1/2, p. 7-13, jan./dez. 2003.

VARGAS, AlJ.; GEREMIAS, D.S.; PROVENSI, G.; FORNARI, P.E.; REGINATTO, F.H,;
GOSMANN, G.; SCHENKEL, E.P.; FRODE, T.S. Passiflora alata and Passiflora edulis
spray-dried aqueous extracts inhibit inflammation in mouse model of pleurisy. Fitoterapia,
v. 78, n. 2, p. 112-9, 2007.

VILLALBA, Milciades A.; CARMO, Maria |.; LEITE, Magda N.; SOUSA, Orlando V.
Atividades farmacoldgicas dos extratos de Zanthoxylum chiloperone (Rutaceae). Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n. 2, p. 236-41, abr./jun. 2007.

WINTER, C.A.; RISLEY, E.A.; NUSS, G.W. Carrageenin-induced edema in hind paw of the
rat as an assay for antiinflammatory drugs. Proceedings of the Society for Experimental
Biology and Medicine, v. 111, p. 544-7, 1962.

ZUANAZZI, José Angelo Silveira; MONTANHA, Jarbas Alves. Flavonoides. In: SIMOES,
Claudia Maria Oliveira; SCHENKEL, Eloir Paulo; GOSMAN, Grace; MELLO, Jodo Carlos
Palazzo; MENTZ, Lilian Auler; PETROVICK, Pedro Ros (Org.). Farmacognosia: da planta
ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre: Ed. da UFRGS; Floriandpolis: Ed. da UFSC, 2007.

ZWEIG, Gunter; SHERMA, Joseph (eds). CRC handbook of Chromatography: general data
and principles. Boca Raton: Editora CRF Press, Inc., 1987. 2 V.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

APENDICES

APENDICE A - Ficha de Avaliacio de Atividade Exploratéria.

FICHA DE AVALIACAQ DE ATIVIDADE EXPLORATORIA

Data do experimento:

Amostra:

Concentragéo:

[ [ Dose:

Animal testado:

Veiculo:

Sexo:

Via de adm.:

Obs.:

Peso (g)

Volume (mL) Calculos:

Animal |

Animal 11

Animal 111

Animal 1V

Animal V

Controle

Horario (Tinicial - Tfinal):

AGAO

PARAMETROS

TEMPO DE INJECAO

CONTROLE

MINUTOS

HORAS

DIAS

5 10

15

30 | 60 | 4 | 8 | 24|48

72

15

ESTIMULANTES

Motilidade (1)

Fregiiéncia cardiaca (1)

Fregiiéncia respiratoria (1)

Piloerecéo

Exolftalmia (1)

Movimentos extereotipados

Lamber patas

Cocar focinho

Morder cauda

Convulséo clbnica

Convulséo ténica

Tremores finos

Tremores grosseiros

Sialorréia

Midriase (1)

Erecéo da cauda

Tremor da cauda

Diémetro pupilar (1)

SISTEMA NERVOSO CENTRAL

DEPRESSORES

Motilidade (1)

Freqiiéncia cardiaca (1)

Frequéncia respiratoria (1)

Catatonia

Ptose palpebral

Analgesia

Anestesia

Perda de reflexo corneano

Ataxia

Dispnéia

Alienacéo ao ambiente

Tonus da costa

Perda de apreenséo da pata

Exoftalmia (1)

Midriase (1)

Paralisia do trem posterior

Sedagéo

Diémetro pupilar (1)

ORE
LHA

Palidez

Cianose

Hiperemia

MIC
GAo

Aumentada

Diminuida

Coloragéo

OUTROS EFEITOS

Diarréia

Contorcdes

Lamber a barriga

Reacdo de fuga do ambiente

Lamber o dorso

Passividade

Agressividade

Grunidos

Reclusdo

Coragéo:

Arritmico

[ Sistole

[ Didstole [

Intestino:

Motilidade

| S/ motilidade

| Hiperemia |

Figado

[ Baco

[ Pulmées

I [Rim

Sangue:

Pré-coagulado

[ Coagulado

[ N&o coagulado |

Vesicula biliar:

Estendida

[ Normal

[ Cheia

[ [ Cor
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