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RESUMO

Diversas espécies do género Passiflora sdo conhecidas por suas propriedades sedativas e
calmantes. Passiflora tenuifila Killip € uma espécie de maracuja ndo comercial, conhecida por
maracuja alho e estd entre as menos conhecidas, existindo poucos estudos cientificos na
literatura relatando suas propriedades funcionais. Este trabalho teve por objetivo caracterizar
0S componentes quimicos presentes nos frutos de maracuja alho e avaliar a toxicidade e os
efeitos funcionais no Sistema Nervoso Central (SNC) em modelos animais. Os frutos foram
triturados inteiros e liofilizados. Para caracterizacdo foram realizadas analises fisicos-quimicas
e fitoquimicas. A toxicidade foi avaliada em modelos in vitro e in vivo. A atividade anti-
inflamatoria foi avaliada in vitro com neutroéfilos humanos. A avaliacdo do efeito ansiolitico,
antidepressivo, sedativo e anticonvulsivante foi realizada em modelo comportamental
utilizando camundongos Swiss e a avaliagdo do efeito antiparkinsoniano foi realizada com ratos
Wistar, utilizando rotenona como agente indutor dos sintomas de Parkinson. O maracuja alho
apresentou teor umidade de 4,99%, 6,29% de cinzas, 8,77% de proteinas, 10,93% de lipidios e
de 69,19% de carboidratos, destes 48,40% correspondem ao contetdo de fibra alimentar total.
Em relacdo ao conteudo de polifendis totais e atividade antioxidante total apresentou 1151,34
mg EAG/100 g e 109,71 uM Trolox/g, respectivamente. Na avaliagdo da composi¢do quimica
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram identificados agucares, acidos organicos e
aminodacidos e por Cromatrografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) compostos fenolicos,
principalmente acidos fendlicos e flavonoides. N&o apresentou toxicidade in vitro e os testes in
vivo evidenciaram que as concentracdes de maracuja alho testadas ndo causaram nenhum sinal
de toxicidade. N&o foi observada atividade anti-inflamatoria em neutrofilos humanos nas doses
utilizadas. Na avaliacéo de efeito funcional, os animais tratados com maracuja alho (200 e 400
mg/kg) apresentaram uma diminuicdo na atividade locomotora no teste do campo aberto e sem
alteracdes na coordenacdo motora no teste do rota rod, indicando uma acdo sedativa sem
relaxamento muscular. Além disso, houve aumento no comportamento de head dips no teste da
placa perfurada, indicando uma atividade ansiolitica. O teste do nado forcado foi realizado para
avaliar a atividade do tipo antidepressiva, mas nao foi observado efeito significativo nas doses
testadas. O maracuja alho potencializou o sono induzido por éter etilico, mostrando uma
atividade hipnotico-sedativa. No teste de convulsdo induzida por pentilenotetrazol, observou-
se que o maracuja alho (400 mg/kg) exerceu um efeito protetor, diminuindo a severidade das
convulsGes e ndo causando a morte dos animais. Na avaliacdo do efeito anti-parkinsoniano, os

testes comportamentais indicaram que o consumo de maracuja alho causou uma melhoria e



possivel efeito de recuperacdo dos danos induzidos pela rotenona no SNC, e além disso,
provocou um aumento no nivel de dopamina no céerebro dos animais na dose de 400 mg/kg.
Pode-se concluir que o maracuja alho ndo apresentou toxicidade, sendo seguro para 0 consumo
humano, e apresentou efeito funcional promissor como agente ansiolitico, hipnético-sedativo,
anticonvulsivante e antiparkinsoniano, possivelmente relacionado com os compostos fenélicos

presentes.

Palavras-chave: Componentes funcionais. Antioxidante. Ansiolitico. Toxicidade. Doenca de

Parkinson.



ABSTRACT

Several species of the genus Passiflora are its sedative and soothing properties. Passiflora
tenuifila is a type of non-commercial passion fruit known as garlic passion fruit and is among
the least known, with few scientific studies in the literature with their different properties. The
aim was to characterize the ingredients present in passion fruit and to evaluate the toxicity and
effects on the Central Nervous System (CNS) in the animal models. The fruits were ground
whole and lyophilized. After, were characterized in the physical-chemical and phytochemical
analytics. Toxicity was evaluated in in vitro and in vivo models. Anti-inflammatory activity was
evaluated in vitro with human neutrophils. Anxiolytic, antidepressive, sedative and
anticonvulsant effects were evaluated in a behavioral model using Swiss mice and the
evaluation of the antiparkinsonian effect was performed with Wistar rats using rotenone as an
inducing agent for Parkinson's symptoms. Garlic passion fruit presented a moisture content of
4.99%, 6.29% of ash, 8.77% of proteins, 10.93% of lipids and 69.19% of carbohydrates, of
these 48.40% correspond to the content of total dietary fiber. Regarding the total polyphenol
content and total antioxidant activity, 1151.34 mg EAG.100 g* and 109.71 uM Trolox.g?,
respectively. In the chemical composition by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were
identified sugars, organic acids and amino acids and by Ultra-High Performance Liquid
Chromatography (UPLC), phenolic compounds, mainly phenolic acids and flavonoids. There
was no in vitro toxicity and in vivo tests showed that the administrations of garlic passion fruit
used did not cause any signs of toxicity in relation to the evaluated parameters. Anti-
inflammatory activity was no observed in human neutrophils at the doses used. In the functional
effect, the animals treated with garlic passion fruit (200 and 400 mg.kg™) showed a decrease in
the locomotor activity in the open field test and without alterations in the motor coordination in
the test of the routed rod, indicating a sedative activity without muscle relaxation. In addition,
they also showed an increase in the behavior of head dips in the hole board test, indicating an
anxiolytic activity. The forced swimming test was performed to assess antidepressant activity,
but no significant effect was observed at the doses used. Garlic passion fruit (200 and 400
mg.kg™?) potentiated sleep induced by ethyl ether, showing a hypnotic-sedative activity. In the
seizure test induced by pentylenetetrazol, it was observed that the garlic passion fruit (400
mg.kg™?) exerted a protective effect, reducing the severity of the seizures and not causing the
death of the animals. In the anti-parkinsonian effect, behavioral tests indicated that consumption
of garlic passion fruit caused an improvement and possible recovery effect of rotenone-induced

damage in the CNS, and in addition, caused an increase in the level of dopamine in the brains



of animals in the dose of 400 mg.kg™. It can be concluded that garlic passion fruit presented no
toxicity, being safe for human consumption, and presented promising functional effect as
anxiolytic agent, hypnotic-sedative, anticonvulsive and antiparkinsonian, possibly related to the
phenolic compounds present.

Keywords: Functional compounds. Antioxidant. Anxiolytic. Toxicity. Parkinson’s disease.
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1 INTRODUCAO

Os modelos experimentais de doencas neuroldgicas com utilizacdo de animais tem
desempenhado um papel importante na melhoria da compreenséo da patologia da doenca e dos
mecanismos bioldgicos, assim como no desenvolvimento de abordagens terapéuticas
(RANGASAMY et al., 2017). Dentre as doencas que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC)
estdo os disturbios sociais e do humor como depressdo e ansiedade, as doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, dentre outros, afetando na maioria das vezes
os idosos (DANON; REEKIE; KASSIOU, 2019).

A doenca de Parkinson é um disturbio neurodegenerativo progressivo, em que ha
perda anormal de neurdnios dopaminérgicos nigrostriatais, resultando na perda de terminais
nervosos, acompanhada por uma deficiéncia de dopamina no corpo estriado (MOORE, 2003).
Os sintomas motores da doenca de Parkinson incluem tremor de repouso, instabilidade
postural, bradicinesia, rigidez e comprometimento da marcha devido a perda de células
dopaminérgicas (HEGARTY et al., 2017). A terapia farmacoldgica para pacientes com essa
doenca é baseada no suprimento do neurotransmissor dopamina, que reduz os sintomas clinicos,
mas ndo protege da perda de neur6nios dopaminergicos (CONNOLLY’; LANG, 2014).

Diante disso, buscam-se alternativas de produtos naturais para o tratamento dessas
doencas relacionadas ao SNC. O género Passiflora é rico em espécies utilizadas para controle
de problemas nervosos. A investigacdo do perfil de utilizacdo de plantas medicinais pela
populacdo brasileira evidenciou que as espécies de Passifloras estdo entre as mais utilizadas
(MARLIERE et al., 2008; RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005; SILVA et al., 2006).
Porém, os estudos farmacologicos concentram-se nas Passiflora incarnata, Passiflora alata e
Passiflora edulis, tendo sido verificada a acdo calmante e sedativa, normalmente associada a
via serotonérgica e acdo antiespasmddica, com mecanismo neurofarmacolégico sobre os
receptores B-adrenérgicos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

Diversas espécies de maracujas apresentam componentes como alcaloides,
flavonoides, antocianinas e compostos fendlicos e atividade antioxidante, sendo que em revisao
efetuada por Zeraik et al. (2010), muitos componentes sdo relacionados com atividades
funcionais ou benéficas a salde. Apresentam uma acdo benéfica sobre o sistema nervoso,
podendo atuar no controle da ansiedade, estresse e na prevencdo de tremores da idade (COSTA,
TUPINAMBA, 2005; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

Dentre as Passifloras, a P. tenuifila estd entre as menos conhecidas. Sua cultivar

BRS Vita Fruit foi obtida por meio do melhoramento genético convencional, utilizando acessos
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e populaces de P. tenuifila Killip de diferentes origens, principalmente das regies do Cerrado
do Planalto Central, em parceria com a Rede Passitec (Rede de Pesquisa Multidisciplinar para
o Desenvolvimento Tecnoldgico das Passifloras) (FALEIRO et al., 2018). E uma espécie de
maracuja ndo comercial, sendo conhecida por maracuja alho devido ao aroma caracteristico de
seus frutos. Segundo Duarte, Madalena e Costa (2013), o consumo de cha de frutos de P.
tenuifila foi recomendado para palpitagéo, nervosismo e insénia. Porém existem poucos estudos
cientificos relatando as propriedades quimicas, funcionais e nutricionais dessa espécie. Além
dos efeitos benéficos, faz-se necessario também o estudo de possiveis efeito adversos, como a
toxicidade.

Nesse contexto, o projeto foi executado visando obter evidéncias cientificas do
efeito funcional de P. tenuifila no SNC e também caracterizar 0s componentes quimicos
possivelmente relacionados a esse efeito. Com a comprovacéo de efeitos funcionais, esperam-
se impactos relacionados a uma terapia alternativa de menor custo para pacientes idosos com
sintomas de tremor relacionados a doenga de Parkinson e outras doengas neuroldgicas, como a

ansiedade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a analise quimica dos frutos de maracuja alho, a seguranga do seu uso € 0

seu efeito neuroprotetor.

2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar fisico-quimicamente;

= Realizar a andlise fitoquimica;

= Avaliar a toxicidade;

= Avaliar o efeito anti-inflamatério in vitro;

= Avaliar o potencial neuroprotetor in vivo dos frutos de maracuja alho.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Doengas relacionadas ao Sistema Nervoso Central

Segundo Pimenta (2014), tem crescido a busca por moléculas fitoterapicas que
atuem sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e que podem alterar as fungdes cerebrais e assim
produzir mudancas transitérias de humor, comportamento e percepcdo. H& mais de 50 anos vém
sendo utilizados modelos de estudos em grupos de animais com resultados convincentes, estes
modelos sdo largamente utilizados no mundo inteiro e sdo particularmente Gteis na descoberta
de farmacos para o tratamento de diversos tipos de distlrbios mentais como ansiedade e
depressdo (BUCCAFUSCO, 2009; PIMENTA, 2014).

A palavra ansiedade € usada para descrever um estado emocional transitério que
varia de intensidade e no tempo e que se caracteriza por um sentimento de tensdo ou apreensao
e por um aumento na atividade do sistema nervoso, ao qual se associa a ocorréncia de tremores,
falta de ar, aumento dos batimentos cardiacos, sudorese, alteracdes gastrointestinais, tonturas,
desmaios e outros sintomas (SPIELBERGER, 1972). Os transtornos de ansiedade s&o
caracterizados por ansiedade excessiva, medo persistente e excessivo ou irracional. As pessoas
que sofrem com transtornos de ansiedade sentem-se, frequentemente, irritadas e depressivas,
pois ndo tem capacidade de lidar com as alteracGes fisiologicas que ocorrem com o organismo
(GAZZANIGA; HEATHERTON, 2005). Os transtornos de ansiedade mais comuns sao:
panico, fobia o transtorno especifica, fobia social, transtorno obsessivo-compulsivo e a
desordem de estresse pos-traumatico. Essas desordens diferem uma da outra pela natureza do
estimulo, provocando a ansiedade (CRY AN; HOLMES, 2005).

A depressdo é uma desordem neuropsiquiatrica muitas vezes desencadeada por
estresse (MULLER, 2014), possuindo o cérebro, como o 6érgdo central do estresse e da
adaptacdo a estressores fisicos e sociais, determinando o que é ameacador, armazenando
memorias e regulando as respostas fisiologicas e comportamentais que podem ser protetivas ou
prejudiciais (MCEWEN; GRAY; NASCA, 2015). Esta associada a mudancas hormonais e
fisioldgicas no organismo que podem estar envolvidas em determinadas doencas cronicas
(BOING et al., 2012).

A epilepsia é uma das doengas mais comuns e debilitantes no mundo, acomete cerca
de 1% da populacdo mundial (KANDEL, 2014), existindo evidéncias de sua associacao a déficit
neuroldgico, disfuncdo intelectual, psicologicas, problemas comportamentais e sociais

(SHEFFER et al., 2017). E definida pela capacidade de gerar crises convulsivas recorrentes e
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pode ser classificada clinicamente por qualquer uma das seguintes condicdes: pelo menos duas
convulsdes ndo provocadas ocorrendo em um intervalo maior que 24 h entre as mesmas; uma
convulsdo ndo provocada com risco de ocorréncia de pelo menos 60% nos préximos 10 anos
apods as duas convulsdes; ou pode ser definida como sindrome epiléptica (FISHER et al., 2014;
KANDEL, 2014).

Existem mais de cinco tipos distintos de tremores que podem acometer em idosos,
dentre eles o parkinsoniano. Os tremores parkinsonianos (Doenga de Parkinson) compreendem
uma série de manifestagdes motoras involuntarias onde chama atencéo a trilogia de sinais
caracterizada por “Tremor, Rigidez e Acinesia”. A intensidade com que esses trés elementos
estdo presentes pode tornar os pacientes altamente incapacitados. Uma prevaléncia estimada
entre 85 e 187 casos por 100.000 habitantes, ou 1% da populacdo com idade superior a 55 anos
faz com que o parkinsonismo seja um problema importante de Saude Publica, sendo que no
Brasil estima-se que 200 mil individuos sejam portadores da doenca (BRASIL, 2016;
MENEZES; TEIVE, 2003).

Os achados anatdbmicos de pacientes com a Doenca de Parkinson mostraram
alteracdes do tipo degenerativo na regido do mesencéfalo conhecida como substancia negra,
regido de alta concentracdo de neurdnios dopamineérgicos. A perda desses neurénios envolve a
via nigroestratal, o que leva a uma queda nas concentragdes de dopamina no estriado. O estriado
ou corpo estriado é a regido do encéfalo onde se concentram estruturas que participam do
controle da atividade motora. As tentativas de controle da doenca tém sido voltadas para o uso
de levodopa (L-dopa), um precursor da dopamina, ou entdo de substancias que prolonguem sua
permanéncia no organismo. O controle do sintoma tremor €, geralmente, por meio de cirurgias
ablativas com a coagulacéo de nucleos talamicos, que promovem a perda de funcdo do membro
afetado (BRASIL, 2015; MENEZES; TEIVE, 2003). Apesar da melhora das questbes motoras,
a terapia com uso de L-dopa estd associada a anormalidades graves na realizacdo de
movimentos musculares voluntarios (discinesia) e fungbes motoras quando usada
consistentemente por mais de cinco anos (JANKOVIC; STACY, 2007).

Um dos modelos utilizados para induzir processos degenerativos relacionados a
Doenca de Parkinson é com uso de neurotoxinas como a rotenona, sendo encontrados diversos
trabalhos recentes na lituratura (GUNAYDIN, et al., 2019; CHIARADIA et al., 2019;
FAROMBI et al., 2019; ABDEL-RAHMAN et al., 2018; HORST et al., 2018; SHARMA;
KUMAR; DESHMUKH, 2018; DARBINYAN et al., 2017). A rotenona tem um efeito
neurodegenerativo em neurdnios dopaminérgicos, sendo manifestado por caracteristicas

comportamentais e patolégicas do parkinsonismo (ALAM; SCHMIDT, 2002). E um pesticida
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natural, derivado de raizes ou folhas de certas espécies de plantas, € uma molécula altamente
lipofilica e pode atravessar facilmente a membrana mitocondrial e a barreira hematoencefalica,
atua como um inibidor especifico do complexo | mitocondrial, prejudicando a respiracao
celular, reduzindo a producdo de ATP, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS)
(SANDERS; GREENAMYRE, 2013; TALPADE et al., 2000) e levando a destruicdo do DNA
mitocondrial o que causa as desordens neurodegenerativas (SUE; SCHON, 2000).

Com disso, buscam-se alternativas de produtos naturais com propriedades
terapéuticas para uma melhoria ou prevengdo nos sintomas de doencas relacionadas ao SNC,
como por exemplo com a utilizacdo do género Passiflora, uma vez que este é rico em espécies

utilizadas para controle de problemas nervosos.

3.2 Maracujéa

Com base nos dados do IBGE (2017), o Brasil apresenta destaque como o maior
produtor mundial de maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims), produzindo cerca de 555 mil
toneladas platandas em uma area de 41 mil hectares. O estado da Bahia € o principal responsavel
por essa producdo com aproximadamente 171 mil toneladas, seguido do Ceara com 95 mil
toneladas.

O maracuja pertence ao género Passiflora, sendo o maior da familia Passifloraceae,
possuindo alta diversidade genética com mais de 630 espécies de maracujazeiros (BUENO et
al., 2013; PREISIGKE et al., 2015) que sdo encontradas predominantemente em regifes
tropicais e subtropicais do mundo (DHAWAN, K.; DHAWAN, S.; SHARMA, 2004), com
cerca de 141 delas nativas do Brasil (BERNACCI et al., 2015). A palavra maracuja é de origem
tupi-guarani e significa “alimento em forma de cuia”, também conhecida como flor ou fruto da
paixdo (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016). Segundo Faleiro et al. (2008), entre as espécies de
Passifloras existe grande diferenca morfologica em relacdo as folhas, flores e frutos,
observando-se grande variacdo de tamanho, cor, aroma e sabor dos frutos.

A Passiflora edulis € a principal espécie comercial de maracuja e apresenta cerca
de um terco de seu peso em suco (polpa), sendo o restante é composto por flavedo (epicarpo),
albedo (mesocarpo) e sementes, que sdo considerados residuos industriais (OLIVEIRA, 2009).
Sua polpa € empregada na elaboracédo de sucos e concentrados que atendem principalmente o
segmento de bebidas e doces, e suas folhas sdo utilizadas no preparo de chas pelas propriedades
calmantes (COSTA; TUPINAMBA, 2005). O maracuj é um fruto climatérico, ou seja, é capaz

de completar o processo de amadurecimento fora da planta e durante seu desenvolvimento passa
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por importantes transformacdes fisiologicas, ocorrendo um aumento significativo na taxa
respiratéria e producdo de etileno, que levam a alteragcGes nas suas caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas (SILVA et al., 2008; WINKLER et al., 2002), dentre elas a mudanca na
coloracdo da casca é uma das mais observadas e é o critério mais importante utilizado no
momento da colheita e pelo consumidor na hora da compra do fruto (LIMA et al., 2010). A
perda de massa e 0 consequente murchamento, que confere aspecto enrugado ao fruto, sdo um
dos problemas identificados na comercializacdo dos frutos de maracuja, apresentando também
grande susceptibilidade a podriddo e a fermentacdo da polpa, diminuindo a sua vida de
prateleira (DURIGAN, 1998; TAVARES et al., 2003).

No Brasil, as espécies mais cultivadas sdo o maracuja amarelo (P. edulis f.
flavicarpa) e roxo (P. edulis Sims). A P. alata Curtis (maracuja doce) é a segunda espécie mais
cultivada do género, sendo relatado também a cultura e o consumo de algumas espécies
silvestres, como P. cincinnata, P. nitida, P. quadrangularis e P. setacea (CERQUEIRA-SILVA
etal., 2014).

3.2.1 Passiflora tenuifila Killip

A Passiflora tenuifila Killip (FIGURA 1) esté entre as espécies de maracuja menos
conhecidas. Existem relatos da sua distribuicdo geogréafica por toda América do Sul, incluindo
Bolivia e Argentina (BRAGA et al., 2005; DEGINANI; ESCOBAR, 2002).

Figura 1 — Frutos de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip)
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Fonte: (A) A autora (2019); (B) Holanda (2015).

A cultivar BRS Vita Fruit, obtida por melhoramento genético convencional,
apresentou desempenho agrondmico no Cerrado do Planalto Central (DF), Palmas (TO),

Araguari (MG), Campinas (SP), Seropédica (RJ) e na regido Nordeste (CE) em parceria com a
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Rede Passitec (Rede de Pesquisa Multidisciplinar para o Desenvolvimento Tecnoldgico das
Passifloras) da EMBRAPA (FALEIRO et al., 2018). Essa espécie, por ser silvestre, ainda ndo
tem uso comercial no Brasil e é conhecida como maracujé alho. Segundo Faleiro et al. (2018)
seus frutos apresentam sabor doce e caracteristico que lembram condimentos como o alho,
podendo ser empregados como ingredientes no preparo de pratos salgados ou como espessante
enriquecedor em compostos antioxidantes.

A colheita dos frutos de P. tenuifila ocorre 3 a 5 meses ap6s o plantio definitivo e
é feita diretamente na copa da planta, baseando-se no estadio de maturacédo fisiologica. A
producdo média desses frutos na cidade de Paraipaba (CE) foi de 1.540 no periodo 2015 e de
4.068 em 2016, plantados em uma &rea de 720 m2 com 120 plantas de maracuji (PEREIRA,
SILVEIRA; COSTA, 2017).

Lima et al. (2010) mostra o desenvolvimento dos frutos de P. tenuifila com base
em indicadores de maturidade e classifica em 7 estadios de maturacdo (FIGURA 2),
considerando o estadio 3 como o melhor ponto para a colheita, apresentando uma coloracéao
amarela em até 20% da casca, uma massa media de frutos de 18,45 g, um teor medio de solidos
soluveis de 26,5, acidez total titulavel 0,82% e pH de 4,43. Nesse ponto de colheita, o fruto ja
alcancou maior desenvolvimento em termos de dimensdes e é capaz de completar seu processo

de amadurecimento fora da planta.

Figura 2 — Aparéncia dos frutos de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip)

em 7 estadios de maturagéo
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Fonte: Lima et al., 2010.

A maioria dos trabalhos cientificos encontrados na literatura concentra-se na

avaliacdo da composicédo de P. tenuifila, existindo poucos estudos abordando seus aspectos
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funcionais e farmacoldgicos. A polpa de P. tenuifila apresentou valor médio de pH de 5,54,
solidos soluveis de 24,58 °Brix e acidez titulavel de 0,49%, contribuindo para um alto grau de
docura, com a relacdo SS/AT de 50,16 (SILVEIRA et al., 2015). Braga et al. (2005)
caracterizando frutos de P. tenuifila, obteve valores médios de massas de frutos na faixa de
11,16 g, sendo 6,84 g, 3,22 g, 1,81 g e 4,10 g para peso da polpa com semente, do suco, da
semente e da casca, respectivamente. Em relacdo suas caracteristicas fisico-quimicas,
apresentaram contetdo de sélidos soluveis totais de 23,60 °Brix, acidez total titulavel de 2,33
mL e pH de 6,23.

Figueiredo (2018) caracterizou extratos de sementes de P. tenuifila como fonte de
compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante, mostrando uma correlacéo
positiva entre atividade antioxidante e os niveis de compostos fendlicos. Gomes et al. (2017)
identificou a presenca de flavonoides, como isoorientina, orientina e isovitexina em extratos
hidroetanodlicos de folhas de P. tenuifila. Santana (2015) analisando compostos bioativos em
sementes de diferentes especies de Passifloras, verificou maiores teores de polifenois e
flavonoides totais em P. tenuifila, correlacionando com a maior atividade antioxidante e
identificou o composto piceatanol, como o marjoritario entre os polifendis totais quantificados.
Bendini et al. (2006) avaliando extratos de folhas, caule e cascas de diferentes espécies de
Passifloras, dentre elas a P. tenuifila, verificou quantidades muito elevadas de flavonas e
fendlicos totais nas folhas, mas niveis intermediarios de atividade antioxidante, atribuindo ao
menor teor de difendis e galocatequinas em relacéo ao de fenolicos; além disso, ndo demonstrou
atividade antimicrobiana.

Holanda (2015) desenvolveu uma formulagéo de sopa enlatada de vegetais e carne
a base de P. tenuifila e caracterizou como fonte de fibras, de compostos fendlicos e de
antioxidantes e Spinosa (2016) elaborou uma sopa desidratada, formulada com a mesma especie
de maracuja.

Balisteiro et al. (2017) verificando o efeito de sucos clarificados de frutas nativas
brasileiras sobre a glicemia em individuos saudaveis, dentre eles a P. tenuifila, identificou a
presenca de polifendis, como homorientina e isovitexina, e observou reducdo de 11% nas
concentragdes séricas de glicose ap6s o consumo do suco de maracuja-alho. Vetore-Neto (2015)
analisando extrato hidroalcoodlico de P. tenuifila, detectou a presenca de compostos fendlicos,
como flavonoides e taninos, e na avaliacdo da atividade antitlcera em modelo de inducéo aguda
ndo observou efeito positivo nas doses testadas (100, 200 e 400 mg/kg).

Madalena, Costa e Lima (2013) realizando uma avaliagdo de usos e conhecimentos

de maracujés nativos do Distrito Federal como meio definicdo de estratégias de pesquisa e
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transferéncia de tecnologia, verificaram uma recomendacéao fitoterapica no consumo de chas
dos frutos, e a espécie de P. tenuifila foi recomendada para palpitacdo, nervosismo e insonia,
relantando a utilizacdo do fruto maduro picado inteiro (polpa, casca e semente) e também do

fruto seco, porém este apresenta sabor extremamente amargo.

3.3 Componentes funcionais presentes no maracuja

Com a mudanca progressiva nos habitos alimentares na Gltima década, os alimentos
funcionais promoveram uma crescente demanda pelos consumidores, que buscam por dietas
balanceadas, incluindo principalmente frutas e produtos a base de frutas (OLIVEIRA;
AMARO; PINTADO, 2018).

A Resolugédo n° 19, de 30 de abril de 1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) define os alimentos funcionais como “aqueles que além de nutrir,
promovem beneficios para a manutencdo da salde, ou seja, apresentam componentes
nutricionais ou ndo nutricionais importantes para o metabolismo ou fisiologia para o
crescimento, desenvolvimento, e que contribua para a manutencdo de funcGes normais do
organismo humano”, e para que um alimento seja considerado funcional ¢ necessaria a
comprovacdo dos seus beneficios em humanos através de estudos cientificos (BRASIL, 1999).
Os bioativos que promovem alegacdes de salde pertencem a categoria dos antioxidantes, fibras
ou acidos graxos, sendo assim, com a presenca destes compostos na sua composicdo em
quantidade suficiente para a manutencédo da salde, o alimento pode receber a alegacédo funcional
(BRASIL, 1999).

A polpa de maracuja amarelo ou azedo tem coloracéo laranja ou amarelada como
consequéncia da presenca de carotenoides, precursores de vitamina A e C, calcio, fosforo e
vitaminas (AMARAL et al., 2014) e atuam como antioxidantes, retardando doencas e processos
de envelhecimento (NUNES, 2018). A casca do maracuja é rica em fibras insoltveis e sollveis,
principalmente pectina (CORDOVA et al., 2005; VIEIRA et al., 2010) e é fonte de compostos
fendlicos e atividade antioxidante (INFANTE et al., 2013). Apresenta, em sua composicéo,
substancias flavonoides, como naringina (NACIMENTO et al.,, 2003) e hisperidina
(SANTANA et al., 2011), que conferem sabor amargo a casca. Alguns autores relatam que o
gosto amargo da casca do maracuja pode ser removido através da maceragdo (DIAS etal., 2011;
ISHIMOTO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2003; SANTANA et al., 2011; SPANHOLI;

OLIVEIRA, 2009). J4 as sementes do maracuja sdo fontes de acidos graxos essenciais, podendo
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ser usadas nas indutrias farmacéutica, alimenticia e cosmética (CARVALHO; STENZEL;
AULER, 2015).

A maioria das substancias presentes na casca e na polpa do maracuja, como 0s
alcaloides, flavonoides, carotendides, minerais, provitamina A e vitamina C, pode contribuir
para efeitos benéficos da saude, como atividade antioxidante, anti-hipertensdo e niveis mais
baixos de glicose e colesterol no sangue (ZERAIK et al., 2010).

Em termos do efeito farmacoldgico e quimico da maioria das espécies e variedades
do género Passiflora, as informacdes provém basicamente das espécies: P. incarnata, P. edulis,
P. alata e P. caerulea (COSTA; TUPINAMBA, 2005; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA,
2004; PEREIRA; VILEGAS, 2000). Estas espécies sdo ricas em flavonoides (vitexina,
isovitexina, neohesperidina, saponarina, crisina, BZF), estigmasterol, sitosterol, lignanos (acido
caféico e ferrdlico), cianoglicosideos, entre outros, havendo diferencgas quantitativas de espécie
para espécie (COSTA; TUPINAMBA, 2005).

Nas espécies de Passiflora, dentre os componentes quimicos que apresentam ampla
distribuicdo no género, estdo os flavonoides C-glicosilados, orientina, isoorientina, vitexina e
isovitexina (GOMES, 2013).

As categorias dos bioativos encontrados nas Passifloras associados as respostas
neurofarmacoldgicas e anti-inflamatorias sdo as dos flavonoides, aminas bioativas, acidos
fendlicos e alcaloides (COSTA; TUPINAMBA, 2005; BOMTEMPO, 2011; SANTANA, 2015;
VETORE-NETO, 2015).

Verificou-se que o metabolismo dos alcaloides da categoria dos harmanos
(alcaloide com um nucleo B-carbolinico) esta relacionado a sintomatologia dos tremores
essenciais (LOUIS et al., 2010). Estes componentes foram encontrados em concentracGes
baixas em diferentes partes da planta e polpa de espécies de Passiflora e foram associados,
também a propriedade antiestresse atribuidas ao género (VIEIRA; GENOVESI, 2011).

A atividade ansiolitica e antidepressiva de extrato de folhas de P. alata foi relatada
por Romanini et al. (2006), confirmando o efeito sedativo dessa espécie. Estudos realizados
com P. edulis mostraram que esta possui efeito depressor do SNC em roedores (BRUSCHI;
CARDOSO; MILANI, 2002) e efeito ansiolitico em camundongos quando utilizada em doses
mais baixas e sedativo em doses mais elevadas (DENG et al., 2010). Lolli et al. (2007)
relataram a atividade ansiolitica de extratos de folhas de P. actinia, sem efeito sedativo. Extratos
de P. incarnata apresentaram atividade ansiolitica e anticonvulsivante, exercendo efeito

protetor em convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) em ratos (ELSAS et al., 2010).
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A atividade ansiolitica de extratos de P. incarnata também foi relatada por Dhawan, Kumar e
Sharma (2001).

Ramos et al. (2007) demonstraram em humanos que a farinha de maracuja reduziu
0s niveis de colesterol total e LDL, mas ndo alterou os valores do HDL. Estudos clinicos
conduzidos em voluntarios saudaveis com suplementacao da dieta com farinha da casca de P.
edulis, indicaram reducdo média da glicemia na ordem de 5%, no colesterol total de 18% e no
LDL na faixa de 19%, de triglicerideos totais em média de 15% (MEDEIROS et al., 2009).
Estudo semelhante com voluntarios portadores de diabetes tipo II, também resultou na
diminuicdo dos indices glicémicos em jejum, contudo, ndo foram observadas variacdes
significativas no perfil lipidico (JANEBRO et al., 2008).

A ingestdo de fibras contidas nas sementes de P. edulis por hamsters promoveu
reducdo nos niveis de colesterol total e triglicerideos, indicando propriedade benéfica pelo uso
como alimento (CHAU; HUANG, 2005).

A Tabela 1 mostra os estudos encontrados nos ultimos 5 anos na literatura
envolvendo o uso de uso de espécies de Passifloras para avaliacdo de efeito funcional em

modelos animais.

Tabela 1 — Propriedades funcionais e terapéuticas de espécies de Passifloras relatadas nos

altimos 5 anos em estudos com modelos animais (continua)

Espécie Material Dose Efeito Referéncia

P. alata Folhase | 100, 200 e 400 Gastroprotetor Wasick et
caule mg/kg al., 2015

P. caerulea Folhas 125 e 250 Anti-inflamatorio, Anzoise et
mg/kg antidiarréico, al., 2016

espasmolitico e

antioxidante

P. cincinnata Folhase | 100, 200 e 400 | Antinociceptivos centrais | Lavor etal.,
caules mg/kg e periféricos e anti- 2018
inflamatorio
P. edulis Frutos 20 g/kg Neuroprotetor Tal et al.,
2016
Casca 0,1,1e10 Gastroprotetor Abboud et

mg/kg al., 2019
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Tabela 1 — Propriedades funcionais e terapéuticas de espécies de Passifloras relatadas nos

ultimos 5 anos em estudos com modelos animais (continuagao)

P. edulis Casca 100 mg/kg Sedativo e reducdo de | Figueiredo et
peso corporal al., 2016
Casca 50% de Melhora a homeostase da | Limaetal.,
subtituicdo na glicose e aumenta a 2016
dieta saciedade, prevenindo o
aumento da gordura
corporal
Casca 40 mg/animal Anti-inflamatério Cazarin et
intestinal al., 2016
Folhas 25,50, 100 e Antidepressivo Ayres et al.,
300 mg/kg 2017
P. foetida - 50 e 100 Anti-osteosporico Ahmad et al.,
mg/kg 2017
P. incarnata Folhase | 10 e 50 mg/kg Melhora na fungéo de Kim et al.,
frutos neurogénese e memaria 2019
P. leschenaultii Folhas 200 e 400 Hepatoprotetor Shanmugam
mg/kg etal., 2017
Folhas 200 e 400 Antioxidante, Shanmugam
mg/kg antinociceptiva, anti- et al., 2016b
inflamatoria e
antipirética
P. quadrangularis | Folhas 30, 60, 100, Sedativo Gazola et al.,
300 e 600 2018
mg/kg
Casca | 100, 300 e 600 Sedativo Gazolaet al.,
mg/kg 2015
P. subpeltata Folhas 200 e 400 Hepatoprotetor Shanmugam
mg/kg et al., 2016a
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Processamento dos frutos de maracuja alho

Os frutos de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) foram provenientes do
campo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado na cidade de Paraipaba-
CE, e, logo ap6s a colheita, foram transportados ao Laboratorio de Processos Agroindustriais,
localizado na Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE. Foram selecionados de acordo
com os critérios de aparéncia e tamanho (estadio de maturacéo 4 e 5; FIGURA 2) conforme
classificacdo de Lima et al. (2010) e auséncia de injdrias. Em seguida, foram higienizados em
solucdo de hipoclorito de sédio (100 ppm) por 15 min e, apds esse periodo, foi feito um enxague
em agua. Logo apds, os frutos foram triturados em liquidificador, na proporcéao de 1 kg de fruto
(casca, polpa e semente) para 1,5 L de &gua, e a massa base obtida foi acondicionada em sacos
de polietileno e congelada em camara fria a -18°C. O processo de liofilizacao foi realizado em
equipamento Liobras modelo Liotop LP 50, mantendo-se vacuo (pressdo inferior a 3000
pumHg), de forma a que a relacéo presséo e temperatura fossem menores que o ponto critico da
agua (0,01°C e 0,06 kPa ou 4600 umHg), e em controle de temperatura crescente, através de
resisténcias de aquecimento nas prateleiras, iniciando a -20°C, e atingindo 30°C em 30 h. A
amostra de maracuja alho liofilizado foi embalada em pacotes plasticos (dupla camada nylon —
polietileno; FIGURA 3) a vacuo e armazenado a temperatura ambiente (27°C) até o0 momento

das analises.

Figura 3 — Maracuja alho (Passiflora

tenuifila Killip) liofilizado

‘ “
* \- '5’.

LE e
Fonte: A autora (2019).
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4.2 Caracterizacdo quimica dos frutos de maracuja alho

4.2.1 Analise fisico-quimica e composicao centesimal

Para a caracterizacdo fisico-quimica e composicao centesimal do maracuja alho
liofilizado, foram realizadas as seguintes analises:

a) pH: foi determinado utilizando potenciémetro calibrado a cada utilizagdo com

solugdes tampdo de pH 7,0 e 4,0, de acordo com AOAC (2005), e a amostra foi

diluida em agua destilada (1:10);

b) Acidez total titulavel: foi determinada por titulacdo de 1 g da amostra diluida em

50 mL de &gua destilada, com solucdo de NaOH 0,1 N padronizada, usando como

indicador solugéo de fenolftaleina 1% diluida em etanol, conforme descrito pelo

IAL (2008) e os resultados foram expressos g de &cido citrico/100 g de amostra;

¢) Umidade: foi determinado em estufa a 121°C utilizando 3 g da amostra, pesada

em capsula de porcelana e submetida a aquecimento até obtencao de peso constante,

conforme descrito pelo 1AL (2008) e os resultados foram expressos em g/100 g de

amostra;

d) Atividade de &gua: foi determinada por medida direta da amostra a 25°C em

equipamento digital de medidor de atividade de &gua portatil Pawkit, apds

estabilizacdo da leitura, conforme metodologia do IAL (2008);

e) Cinzas: foram determinadas através da calcinacéo de 1 g da amostra por 5 h, em

mufla a 550 °C e o teor final de cinzas foi dado em porcentagem pela relacdo massa

das cinzas/massa da amostra, segundo a metodologia da AOAC (2005);

f) Lipidios: foi determinado utilizando-se 5 g da amostra, extraidos em aparelho

Soxhlet, utilizando hexano como solvente extrator, conforme descrito por IAL

(2008) e os resultados foram expressos em g/100 g de amostra;

g) Proteinas: foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl descrito pela AOAC

(2005), utilizando o valor de 6,25 como fator de conversao em proteina bruta e 0s

resultados foram expressos em g/100 g de amostra;

h) Carboidratos (fracdo glicidica): foram determinados conforme metodologia

descrita por AOAC (2005), através da equacdo abaixo:

%FG=100-(U+L+P+CQC) (1)
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Onde: FG é a fracdo glicidica (%), U é a umidade (%), L € o lipidio (%), P é a
proteina (%) e C sdo as cinzas (%);

i) Fibra alimentar: as fragdes insollveis e soliveis da fibra dietética alimentar
foram determinadas de acordo com o método 991.43 da AOAC (2010), utilizando
analisador automético de fibra alimentar total (TDF) da ANKON (ANKON
Technology Corporation); a fibra alimentar total foi obtida pela soma das fragdes
insolavel e sollvel, como preconiza 0 mesmo método, e os resultados foram

expressos em g/100 g de amostra.

4.2.2 Determinacao de polifenois extraiveis totais e atividade antioxidante total

Inicialmente, foram preparados extratos da amostra, utilizando metanol 50% e
acetona 70% como solucgdes extratoras, seguindo método descrito por Larrauri, Rupérez e
Saura-Calixto (1997).

Os polifendis extraiveis totais foram determinados seguindo método descrito por
Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foram utilizadas aliquotas de 0,5 mL de cada extrato
preparado, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:3), 1,0 mL de NaCO3z 20% e 1,0 mL de a4gua
destilada, em tubos de ensaio, sendo em seguida homogeneizados e deixados em repouso por
30 min. Depois de decorrido o tempo, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotébmetro a 700 nm, usando como referéncia curva padrdo de &cido galico e os
resultados foram expressos em mg EAG (equivalente de &cido galico)/100 g da amostra.

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS*") conforme descrito por RE et
al. (1999) adaptado por Rufino et al. (2007). Foram utilizadas trés concentrac6es diferentes do
extrato preparado. Uma aliquota de 30 uL de cada dilui¢do dos extratos reagiram com 3 mL da
solucdo resultante do radical ABTS®" no escuro. As absorbancias foram medidas em
espectrofotbmetro a 734 nm, apds 6 min da mistura. Foi utilizada como referéncia uma curva
padrdo entre 100 a 1500 uM de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico). Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao

Trolox (uM Trolox/g de amostra).
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4.2.3 Avaliacdo da composicdo quimica por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz
(para nucleo de 'H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de didmetro interno (H-
F/15N-31P) de detecgdo inversa e gradiente de campo no eixo “z”. As amostras foram
preparadas dissolvendo-se aproximadamente 20 mg dos padrdes e de maracuja alho liofilizado
em 800 uL de agua deuterada (D20). Para realizar a quantificagdo, o pulso de 90° foi calibrado
e a sonda, devidamente sintonizada. Inicialmente a sequéncia de pulsos de inversdo-
recuperacdo foi utilizada para estimar o tempo de relaxacdo dos nucleos amostrais. O valor
encontrado foi distribuido entre o di (tempo de espera para relaxagdo dos ndcleos) e o tempo
de aquisicdo (AQ). Assim, os espectros unidimensionais de *H foram adquiridos com um tempo
de espera entre cada aquisicdo de 25 s, AQ de 5,01 s, ganho de 30, 16 transientes em uma janela
espectral de 16 ppm e 32 k de nUmero de pontos reais a 26°C. Para 0 processamento desses
dados, os espectros foram referenciados com o padrdo interno propionato de tetrametilsilil
(TMSP-d4) em 0 ppm; foram utilizados 65.536 pontos, efetuando multiplicacdo exponencial
(Ib = 0,3 Hz) e correcdo manual de fase e linha de base.

Para a caracterizacdo dos compostos foram utilizados 0s experimentos
bidimensionais com gradiente de campo (gCOSY, gHSQC e gHMBC). Os experimentos
bidimensionais de gCOSY, gHSQC e gHMBC foram realizados com largura espectral em F2
de 16 ppm para todos, em F1 de 16 ppm, 200 ppm e 240 ppm, numero de promediacdes (ns)
igual 16, 32 e 64, respectivamente. Os parametros a seguir foram 0os mesmos para as medidas
de gCOSY, gHSQC, gHMBC: tempos de espera entre cada aquisi¢cdo de 1 s, com 200 pontos
durante a aquisicédo (td) em F1 e 1.442 pontos durante a aquisicdo em F2, no processamento

foram utilizados 1.024 pontos (si) em F1 e 2.000 pontos em F2.

4.2.4 Avaliacdo da composicdo quimica por Cromatrografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(UPLC)

A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) foi realizada para
identificacdo dos compostos presentes no maracuja alho liofilizado. As andlises foram
realizadas usando um sistema Acquity UPLC-Q-TOF-MSE (Xevo™, Waters®, Milford, MA,
USA) com uma interface de ionizagdo por eletrospray (ESI). A coluna de Waters Acquity
UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um) foi utilizada e mantida a 40°C.
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O extrato foi preparado diluindo-se 50 mg de maracuja alho liofilizado em 4 mL de
hexano P.A., seguido de homogeneizacdo em vartex por 1 min e logo apos, foi colocado durante
20 min em banho de ultrassom. Apds esse periodo, foi adicionado 4 mL de etanol:dgua (70:30),
seguido de homogeneizacdo em vArtex por 1 min e 20 min em banho de ultrassom. A mistura
foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. Apds a centrifugacdo, 1 mL da fase polar (etanol:agua)
foi coletado e filtrado (PTFE de 0,22 pm).

O volume de injecdo foi 5 pL. Os perfis dos metabdlitos nos extratos foram obtidos
por um gradiente exploratorio (0-15 min com 2-95% de B; 15,1-17 min com 100% de B; 17,1-
19,1 min com 2% de B) com vazdo de 0,4 mL/min, sendo as fases moveis: agua (A) e
acetonitrila (B), cada uma destas contendo acido férmico 0,1%. As condi¢cdes do MS foram
realizadas em modo de ionizacdo negativo, alcance de aquisi¢do de 110 a 1180 Da, temperatura
de 120°C, temperatura e fluxo de gas dessolvatacdo de 330°C e 500 L/h, tenséo capilar de 2,6
kV, tensdo de cone 0,5 V e modo de aquisicdo por MSE. Leucina-encefalina foi a substancia
padréo utilizada para a calibragem da massa de bloqueio. O equipamento foi controlado usando
o software Masslynx 4.1 (Waters® Corporation).

4.3 Avaliacdo da toxicidade dos frutos de maracuja alho

4.3.1 Toxicidade contra Artemia salina

A avaliacdo do potencial toxico com uso do microcrustaceo Artemia salina foi
realizada levando-se a eclosdo dos cistos (marca Maramar) em solugdo salina (sal marinho a
3%), em ambiente com temperatura de 28,0 = 2°C, sob iluminacdo e aeracdo constante e
observando-se a formacdo dos nauplios apos 24 h, de acordo com Meyer et al. (1982).

Para a avaliacdo da toxicidade do maracuja alho, inicialmente foram preparados
dois extratos: extrato aquoso filtrado e extrato dialisado. O primeiro foi obtido diluindo-se 10
g de maracuja alho liofilizado em 100 mL de &gua destilada, em seguida essa mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi filtrado a vacuo. O material filtrado
foi congelado e, posteriormente, liofilizado. O segundo foi obtido realizando-se a digestéo
gastrointestinal in vitro do maracuja alho liofilizado, sendo efetuada com pepsina durante a fase
gastrica e pancreatina e sais de bile durante a fase intestinal, seguindo método descrito por
Luten et al. (1996). Ao final do processo, o contetdo da membrana chamado de dialisado, foi

retirado, congelado e, posteriormente, liofilizado. Apos processo de liofilizagdo, os extratos
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foram armazenados em sacos plasticos (dupla camada nylon - polietileno) até o momento das
analises.

Foram preparadas suspensdes com diferentes concentracdes (0,1 a 5 mg/mL) dos
extratos de maracuja alho (aquoso filtrado e dialisado) em solucdo salina a 3%, em seguida
foram colocadas em placas de Petri (contendo 30 mL da solugédo) juntamente com 10 unidades
de nauplios do microcrustaceo. Utilizou-se solu¢cdo salina a 3% como controle negativo e
dicromato de potéssio (0,01 a 100 ppm) como controle positivo. Foi observada a motilidade
dos néauplios apdés 24 h de contato com a solucdo e as unidades sem motilidade foram
consideradas mortas, sendo calculada a sobrevivéncia em cada concentragdo. Os dados foram
analisados pelo método Probits (FINNEY, 1962) e expressos como CLso (concentracdo letal
média) e percentual de mortalidade. A classificacdo seguiu os critérios estabelecidos por Meyer
et al. (1982), da seguinte forma: “toxico” se CLsg < 1000 ug/mL e “nédo toxicos” se CLso > 1000
ug/mL. Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracéo do extrato, em pelo menos

trés experimentos independentes.

4.3.2 Citotoxicidade em fibroblastos

As células de fibroblastos (linhagem CCD 1059 SK; ATCC® CRL-2072TM) foram
cultivadas em frascos proprios para cultura (Kasvi, 75 cm?, volume de 250 mL), utilizando o
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Low Glucose enriquecido com
10% de soro fetal bovino, 1% de solucéo de antibidticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina
100 pg/mL) e 1% de amino&cidos ndo essenciais. As células foram incubadas em estufa de CO>
a 37°C com atmosfera de 5% de CO: e 95% de umidade e, periodicamente, observadas com
auxilio do microscopio de inversdao (BUTLER; DAWSON, 1992).

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com Alamar Blue (resazurina). A linhagem
CCD 1059 SK em crescimento logaritmico foi semeada em placas de 96 poc¢os na densidade de
10° células/mL, onde foram aplicados 100 pL/pogo da suspensdo celular. As placas foram
incubadas por 24 h em estufa de COza 37°C, com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade
antes da aplicacdo da amostra.

Os extratos de maracuja alho (aquoso filtrado e dialisado) foram previamente
filtrados em membranas de 0,22 um e uma aliquota da solu¢do-estoque de cada amostra foi
retirada e diluida diretamente no meio de cultura DMEM completo. Como resultado das
diluicBes seriadas (em quadruplicatas), as concentracOes testadas variaram entre 31 e 1000

ug/mL. Para o controle do crescimento celular (CTL) foi utilizado somente o meio completo
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adicionado de PBS (tampéo fostato salino) como veiculo. Apés aplicacdo das amostras, as
placas foram incubadas por 72 h a 37°C, com atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade.
Quatro horas antes de terminar o periodo de incubagédo, 10 puL da solucdo de alamar blue (0,312
mg/mL) foram adicionados em cada poc¢o. Ao fim do periodo de 72 h, as absorbancias foram
medidas com auxilio do leitor de ELISA (BioTek Synergy HT) utilizando comprimento de onda
de 570 e 600 nm. O percentual de reducdo do alamar blue (%) foi calculada pela seguinte
formula:

3 (O2x A1) - (01 xA2)
Percentual de redugio do alamar blue (%)= R xN2) = (R xNy) x 100 ()
1XN2) - (Rax Ny

Onde: O1 é o coeficiente de extingdo molar (E) do alamar oxidado em 570 nm; O

é 0 E do alamar oxidado em 600 nm; Az é a absorbancia em 570 nm dos pocos testes; Az é a
absorbancia em 600 nm dos pocos testes; N1 € a absorbancia em 570 nm dos pocos contendo
apenas alamar e meio; N2> é a absorbancia em 600 nm dos pogos contendo apenas alamar e
meio; R1 é o E do alamar reduzido em 570 nm; R> é o E do alamar reduzido em 600 nm.

A viabilidade celular (%) foi calculada por proporcionalidade, considerando a
reducdo dos pocos controle (células, meio e alamar) 100%.

Os valores de Clso (concentragéo inibitoria média capaz de matar 50% da populagao
celular) e seus respectivos intervalos de confianca de 95% foram determinados para cada

amostra a partir de regressao ndo-linear.

4.3.3 Citotoxicidade em neutrofilos humanos

As células polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos (80 a 90%), foram
obtidos através da coleta de sangue de individuos voluntarios, saudaveis e que ndo estavam em
uso de medicamentos anti-inflamatérios, analgésicos e anticoagulantes.

O isolamento dos neutrdfilos foi realizado conforme método descrito por Henson
(1971), modificado por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue humano foi centrifugado,
lavado seguidas vezes com solugdes salina, utilizando solucdo de gelatina a 2,5% (p/v) para
formacdo de um gradiente de separacdo dos componentes sanguineos. Depois de isolados, 0s
neutrofilos foram mantidos no meio Hanks balanced salt solution (HBSS) em gelo. A
viabilidade das células foi determinada pelo ensaio de exclusdo por azul de Tripan e a contagem

da células foi realizada em camara de Neubauer.
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4.3.3.1 Teste do MTT

O teste do MTT (brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) utiliza
como pardmetro para avaliacdo da citotoxicidade a atividade metabdlica da célula. Para
realizacdo desse ensaio, neutrofilos (5 x 10° células/mL) foram incubados por 30 min a 37°C
na presenca de extratos de maracujd alho (aquoso filtrado e dialisado) em diferentes
concentragdes (1, 10, 50, 100 e 200 pg/mL), HBSS (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2%
v/v — padréo citotoxico) em placa de 96 pocos. Decorrido esse periodo, a placa foi centrifugada
a 2000 rpm por 15 min a 25°C e o sobrenadante descartado e incubada uma nova solugéo
contendo 10% de MTT, na concentracdo de 10 mg/mL, e essas células foram incubadas
novamente por mais 3 h. Por fim, a placa foi centrifugada novamente nas mesmas condicoes
acima, o sobrenadante foi descartado e adicionado &cido dimetilsulfoxido (DMSO) puro para a
lise das células e solubilizacdo do sal de formazan (MOSMANN, 1983). Neste instante, as
placas foram agitadas durante 15 min com o auxilio de um agitador de placas. A absorbancia
foi medida em leitor de microplacas a 550 nm. A viabilidade celular foi expressa através do

valor percentual em relacdo ao grupo controle.

4.3.3.2 Atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)

A medida da integridade da membrana celular atraves da atividade da enzima LDH
é um dos parametros utilizados para a avaliacédo de citotoxicidade. Para realizacdo desse ensaio,
neutrofilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 min a 37°C na presenca dos extratos
de maracuja alho (aquoso filtrado e dialisado) com concentrac@es de 1, 10, 50, 100 e 200
ug/mL, HBSS (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2% v/v — padrdo citotoxico). Em
seguida, os tubos de reacdo foram centrifugados a 800 g, por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes
foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a determinacdo da
atividade da enzima LDH, que fica localizada no citoplasma da célula e é liberada quando as
células sdo lesadas ou necrosadas. Essa enzima é responsavel pela conversdo de piruvato a
lactato na presenca de NADH (BERGMEYER; BERNT, 1963).

O ensaio foi realizado utilizando o Kit LDH (Liquiform) e baseia-se na medida do
decréscimo da absorbancia devido a oxidacdo do NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo), a qual é proporcional a atividade da LDH na amostra. Aliquotas de 250 pL de

substrato foram pré-incubadas com o sobrenadante, por 3 min, a 37°C. Foi realizada a leitura
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da absorbancia em 340 nm nos tempos 1 e 3 min, a 37°C, em espectrofotdometro. A atividade

da enzima LDH foi calculada seguindo-se as especificagdes do fabricante da seguinte maneira:

Al -A2
A=( - )x1587,03 3)

Onde: A € a atividade da enzima LDH na amostra em U/L; A; é a absorbancia
inicial (1 min) em 340 nm; A; é a absorbancia final (3 min) em 340 nm; 1587,03 € o fator de
calculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25 pL.

A citotoxicidade dos extratos de maracuja alho foi avaliada em pelo menos trés

experimentos independentes, com medidas em triplicata.
4.3.4 Toxicidade in vivo

Os animais utilizados foram ratos Wistar (180 a 250 g), machos e fémeas, oriundos
do Biotério do Nucleo de Biologia Experimental da UNIFOR (Universidade de Fortaleza),
acondicionados em gaiolas apropriadas e mantidos sob temperatura média de 26°C, em ciclos
claro/escuro de 12/12 h.

A toxicidade aguda foi realizada conforme o Guia OECD 423/2001 (OECD, 2001),
que determina as doses a serem utilizadas e 0 nUmero de animais por dose (trés ratos Wistar,
fémeas). A dose inicial de maracuja alho liofilizado selecionada para o estudo foi de 300 mg/kg
de massa corporal, suspendida em &gua destilada. Observando-se a auséncia de mortalidade nas
primeiras 24 h de exposicdo, foram testadas as doses de 1000 e 2000 mg/kg de massa corporal.
Os animais ficaram em jejum por 10 h anteriormente a administracdo oral da amostra, com
acesso livre apenas a agua, a racdo foi permitida somente 3 h ap6s a administracdo. O peso
corporal dos animais foi verificado no dia da administracdo da amostra, no sétimo e no decimo
quarto dia pés-administracdo. Durante o periodo experimental os animais foram examinados
diariamente quanto aos aspectos clinicos, incluindo a postura, convulsdes/tremores,
consisténcia e aspecto das fezes, fechamento da palpebra, piloerecdo, aspecto da pele e pélos,
estresse, salivacdo, olhos e comportamento.

A toxicidade sub-crénica foi realizada conforme o Guia OECD 408/1998 (OECD,
1998). A dose de maracuja alho utilizada foi de 1000 mg/kg (dose intermediaria que foi
utilizada na avaliacdo da toxicidade aguda in vivo), sendo incorporada na racdo. A racdo com
maracuja alho (FIGURA 4) foi preparada semanalmente, considerando o peso médio dos
animais e o consumo de 20 g de racdo por animal, para determinar a quantidade de maracuja

alho liofilizado a ser incorporado. A ragdo utilizada foi da marca Purina, ja& consumida pelos
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animais no laboratorio. Essa racdo foi triturada em processador Robot Coupe e misturada com
maracujé alho liofilizado, umidificada, moldada em formato cubico (aproximadamente 2 x 2 x
2 cm), congelada e submetida a liofilizacdo em equipamento Liobras, modelo Liotop LP 50. A

racdo com maracujé alho foi armazenada em sacos plasticos até o seu uso.

Figura 4 — Racdo elaborada com maracujd alho

(Passiflora tenuifila Killip)

Fonte: A autora (2019).

O experimento foi realizado com ratos Wistar, existindo um grupo com 12 animais
(6 machos e 6 fémeas) que consumiram a ragdo com maracuja alho e um grupo controle com 4
animais (2 machos e 2 fémeas) que consumiram racdo padrdo sem maracuja alho durante 90
dias consecutivos. Durante o periodo experimental, os animais foram examinados diariamente
guanto aos aspectos clinicos, incluindo peso, postura, convulsbes/tremores, consisténcia e
aspecto das fezes, fechamento da palpebra, piloerecdo, aspecto da pele e pélos, estresse,
salivacdo, olhos e comportamento. A quantidade de racdo consumida também foi pesada a cada
3 dias, para avaliacdo de consumo médio por animal.

Ao final dos 90 dias, os animais foram anestesiados com xilasina (10 mg/kg) e
cetamina (50 mg/kg) e sacrificados por puncdo cardiaca. Os 6rgdos da cavidade corporea
(pulmdes, coragdo, estdbmago, figado, baco e rins) foram avaliados macroscopicamente quanto

a0 aspecto, coloracdo, tamanho e consisténcia.
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4.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do maracuja alho em neutréfilos humanos

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada através do efeito na degranulacdo em
neutréfilos humanos induzida por forbol miristato acetato (PMA) por meio da liberacdo de
enzima mieloperoxidase (MPO).

A suspensdo de neutrdfilos (5 x 10° células/mL) foi pré-incubada durante 15 min a
37°C extratos de maracuja alho (aquoso filtrado e dialisado) com concentragdes de 1, 10, 50,
100 ou 200 pg/mL, Indometacina (INDO — 36 pg/mL) ou HBSS (células ndo tratadas). A seguir,
foi adicionado o estimulo (PMA — 0,1 uM) e manteve-se por mais 15 min a 37°C. As amostras
foram centrifugadas por 10 min a 4°C e o sobrenadante obtido, rico em enzimas liberadas pela
degranulacdo leucocitéaria, foi utilizado na determinacdo da concentracdo de MPO segundo
metodologia descrita por Ubeda et al. (2002). Os resultados foram expressos como percentual
de liberacéo de MPO.

4.5 Avaliacéo do efeito do maracuja alho sobre o comportamento de camundongos

Os camundongos Swiss (20 a 30 g), machos e fémeas oriundos do Biotério do
Nucleo de Biologia Experimental da UNIFOR, acondicionados em gaiolas apropriadas e
mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclos claro/escuro de 12/12 h, foram mantidos
em jejum por 3 h antes do inicio do experimento. Os animais foram divididos em grupos
(n=6/grupo) e tratados por via oral (gavagem), com diferentes doses de maracuja alho
liofilizado (200 ou 400 mg/kg) suspenso em agua destilada, veiculo (agua) foi utilizado como
controle negativo e diazepam (2 mg/kg) ou fluoxetina (5 mg/kg) como controle positivo. Apds
60 min do tratamento, foram submetidos aos testes de campo aberto, rota rod, labirinto em cruz
elevado, placa perfurada, nado forcado, tempo de sono induzido por éter etilico e atividade

anticonvulsivante.
4.5.1 Avaliacéo da atividade locomotora
4.5.1.1 Teste do campo aberto
De acordo com método de Walsh e Cummins (1976), um campo aberto,

confeccionado em acrilico (30 x 30 x 15 cm) foi utilizado para avaliar a atividade exploratoria

dos animais: sua movimentacao espontanea (nimero de cruzamentos com as quatro patas entre
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as divisdes do campo), o nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming) e de levantar

(rearing) foram registrados durante um periodo de 5 min.

4.5.1.2 Teste do rota rod

O aparelho de rota rod consiste em um cilindro de 2,5 cm de diametro, subdividido
em cinco compartimentos por discos de 25 cm de diametro. O cilindro foi ajustado para girar a
uma velocidade constante (20 rpm). Os camundongos foram selecionados 24 h antes do teste e
permaneceram apenas aqueles que conseguiram permanecer no aparelho por 1 min. No dia do
teste, foi avaliado o tempo de permanéncia dos animais no aparelho, considerando o tempo
maximo de 1 min (LALONDE et al., 2003).

4.5.2 Avaliagéo da atividade ansiolitica

4.5.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

De acordo com Lister (1987), o labirinto em cruz elevado consiste de dois bracos
abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em
forma de cruz grega. Os bracos abertos e fechados foram conectados por uma plataforma central
(5 x 5 cm). A plataforma e as paredes laterais dos bracos fechados foram confeccionadas em
acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho possuia elevacdo de 45 cm de altura.
Os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para os bracos
fechados e o seu comportamento foi observado por 5 min. As medidas comportamentais

registradas foram a frequéncia de entrada e o tempo despendido nos bracos abertos e fechados.

4.5.2.2 Teste da placa perfurada

Os camundongos foram colocados individualmente no centro de uma placa
quadrada de madeira (40 x 40 x 10 cm), com 16 furos equidistantes com 2 cm de diametro.
Foram registrados o nimero de vezes que o animal introduziu o focinho nos orificios da placa
(head dips) registrados durante 5 min (TAKEDA; TSUJI; MATSUMIY A, 1998).
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4.5.3 Avaliagédo da atividade antidepressiva

A atividade antidepressiva foi avaliada através do teste do nado forgado. Os
camundongos foram colocados, individualmente, em um cilindro de vidro (40 cm x 25 cm;
altura x didmetro), contendo 15 cm de agua por um periodo de 6 min, sendo cronometrado 0s
4 (ltimos minutos, no qual foi registrado o tempo total de imobilidade para cada animal. Foi
considerado como imobilidade quando o animal fazia apenas 0s movimentos minimos para
manter a cabeca fora da &gua (PORSOLT; BERTIE; JALFRE, 1977).

4.5.4 Avaliacdo da atividade sedativa/hipnética

A atividade sedativa/hipnética foi avaliada através do teste do tempo de sono
induzido por éter etilico. Os camundongos foram colocados em uma camara de vidro fechada
(30 x 20 cm; altura x diametro), saturada com éter etilico. A saturacdo foi feita pelo
umedecimento de algodao (1,5 g) com 5 mL de éter etilico P.A. colocado na camara 5 min antes
do teste. Decorrido o tempo para a saturacdo da camara, os animais foram introduzidos
individualmente na mesma. O sono foi caracterizado pela perda do reflexo postural do animal
e apos 60 s da perda deste reflexo, o animal foi retirado da camara e colocado em posicéo
decubito dorsal. O término do sono foi caracterizado pela recuperacdo da postura normal. Foi
registrada a laténcia e a duracao da hipnose induzida pelo éter etilico (VIEIRA, 2001; DUARTE
et al., 2007).

4.5.5 Avaliacéo da atividade anticonvulsivante

4.5.5.1 Convulséo induzida por pentilenotetrazol

Apos os tratamentos, todos os grupos foram tratados de forma individual com
pentilenotetrazol (85 mg/kg de massa corporal, via intraperitoneal). Durante o periodo de
observacdo dos animais (30 min), foram registrados os seguintes parametros: o tempo de
manifestacdo da primeira convulsao do tipo clénica ou tonico-clénica (laténcia de convulsao) e

0 tempo gasto entre a primeira convulsdo e a morte (laténcia de morte) (KARLER et al., 1989).
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4.5.5.2 Convulséo induzida por cafeina

Apobs os tratamentos, todos os grupos foram tratados de forma individual com
cafeina (300 mg/kg de massa corporal, via intraperitoneal). Durante o periodo de observacéao
dos animais (30 min), foram registrados os seguintes parametros: o tempo de manifestacéo da
primeira convulsdo do tipo clonica ou ténico-clonica (laténcia de convulséo) e o tempo gasto

entre a primeira convulséo e a morte (laténcia de morte) (RITCHIE, 1975).

4.5.5.3 Convulséo induzida por picrotoxina

Apobs os tratamentos, todos os grupos foram tratados de forma individual com
picrotoxina (10 mg/kg de massa corporal, via intraperitoneal). Durante o periodo de observacéo
dos animais (30 min), foram registrados os seguintes parametros: o tempo de manifestacdo da
primeira convulsdo do tipo cldnica ou ténico-clonica (laténcia de convulséo) e o tempo gasto

entre a primeira convulséo e a morte (laténcia de morte) (VAN RIJN et al., 1998).

4.6 Avaliacéo do efeito do maracuja alho no modelo de parkinsonismo em ratos

Foram utilizados ratos Wistar (180 a 250 g) machos, oriundos do Biotério do
Nucleo de Biologia Experimental da UNIFOR, acondicionados em gaiolas apropriadas e
mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclos claro/escuro de 12/12 h, recebendo racdo
padrdo e agua a vontade durante o experimento. Os ratos (n=40) receberam rotenona (3 mg/kg)
por via intraperitoneal durante 20 dias consecutivos. A partir do 21° dia, foram divididos em 4
grupos (n=10/grupo) e tratados por via oral (gavagem), com maracuja alho (200 ou 400 mg/kg),
veiculo (&dgua) utilizado como controle negativo ou Carbidopa/L-DOPA (25 mg/kg/250 mg/kg)
como controle positivo, durante 20 dias consecutivos. Também foi utilizado um 5° grupo (n=6)
denominado naive, em que 0s animais ndo foram tratados com rotenona e nao foram submetidos
a gavagem de substancias, apenas foram mantidos nas mesmas condi¢cGes ambientais que 0s
demais grupos e foram submetidos aos mesmos testes comportamentais realizados. A rotenona
induz sintomas de parkinsonismo em ratos (ALAM; SCHIMIDT, 2002). O comportamento dos
animais foi avaliado nos seguintes testes: forca de preensdo, campo aberto e nado forcado. Os
testes comportamentais foram realizados antes e apds 20 dias de administracdo de rotenona e

apos 7, 14 e 20 dias das gavagens (FIGURA 5). No 21° dia, os animais foram eutanasiados por
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decapitacdo, com uso de guilhotina, e tiveram as &reas cerebrais (corpo estriado direito e
esquerdo) dissecados, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados em
ultrafreezer a -80°C até o momento das analises. Nesses tecidos foi realizada a dosagem de
monoaminas (DA — dopamina e DOPAC — 4cido dihidroxifenilacético) e determinacéo dos

niveis de nitrito.

Figura 5 — Esquema do protocolo experimental para a avaliacdo do efeito do maracuja alho no

modelo de parkinsonismo em ratos

Testes Testes Testes Testes Testes
Dias
01 20 21 28 35 404142
_ Eutanasia
Tratamento com Tratamento com Maracuja alho
Rotenona ou Veiculo ou Carbidopa/L-DOPA

Fonte: A autora (2019).

4.6.1 Teste da corda para forca de preensdo (String test for grip strength)

O animal foi colocado com as patas dianteiras segurando um arame de aco, com 2
mm de diametro e 40 cm de comprimento, posicionado a uma altura de 35 cm sobre um suporte.
O periodo de tempo em que o animal foi capaz de segurar o fio até que ele caiu foi gravado,
com tempo de corte de 60 s. Essa laténcia para a perda de preensdo foi considerada como uma
medida indireta da forca de preensdo (TARIQ et al., 2005).

4.6.2 Testes do campo aberto e do nado forcado

Os testes do campo aberto e do nado forcado foram realizados conforme descritos
nos itens 4.7.1.1 e 4.7.3, respectivamente. Houve apenas alteracdo no tamanho da arena do
campo aberto (50 x 50 x 15 cm) e do cilindro (45 cm de altura e 30 cm de diametro, contendo

25 cm de agua).
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4.6.3 Dosagem de monoaminas

Os tecidos (corpo estriado) dos animais foram homogeneizados, por
aproximadamente 30 s, em acido perclérico (HCLO4) a 1% e o homogenato obtido foi
centrifugado por 15 min a 14000 rpm a 4°C. Uma aliquota de 20 L do sobrenadante foi injetada
no equipamento de HPLC. Para as anélises de monoaminas Dopamina (DA) e seu metabolito,
0 é&cido dihidroxifenilacético (DOPAC), foi utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 cm e didmetro da particula de 0,3 pum (Shimadzu® — Jap3o).
A fase mdvel utilizada foi composta por &cido critico a 0,163 M e NaCl (pH 3,0) contendo acido
octanosulfonico sédico a 0,69 M (SOS) como reagente formador do par idnico, acetonitrila a
4% vlv e tetrahidrofurano a 1,7% v/v. DA e DOPAC foram eletroquimicamente detectados
usando-se um detector amperométrico da Shimadzu®. Foram injetados padrdes de DA e
DOPAC para obtencéo de cromatograma padrdo para estas monoaminas.

4.6.4 Determinacao de nitrito

A determinacao dos niveis de nitrito nos tecidos (corpo estriado) dos animais foi
realizada conforme método descrito por Green et al. (1982). Para realizacdo do ensaio foram
usados 100 pL do reagente de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1 % em agua bidestilada,
acido fosforico a 5% e sulfanilamida a 1 % em acido fosférico a5 %; 1:1:1, v/v/v) e adicionados
100 pL do sobrenadante (amostras previamente centrifugadas) do homogenato a 10 % dos
tecidos dos animais em salina ou 100 uL do padrdo de NaNO: nas varias concentragdes. Para o
branco foram usados 100 puL do reagente de Griess adicionados a 100 pL de salina. A leitura
da absorbancia foi feita em 540 nm. As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas
contra a concentracdo de cada padrdo (x), entdo determinada a equacdo da reta, que foi usada
para a determinacdo da concentragdo de nitrito em cada amostra. A curva de calibracdo foi feita
com nitrito de sodio (NaNOz) a 10 mM e os pontos da curva foram: 1 mM; 100 uM; 50 uM;
25 uM; 12,5 pM; 6,25 pM; 3,125 pM e 1,56 pM.

4.7 Aspectos éticos
Os procedimentos experimentais foram devidamente registrados e autorizados pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) sob o

Parecer n° 011/2015, seguindo os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Ceard (UFC) sob o Parecer n® 3.284.194 e o Certificado de Apresentagdo para
Apreciacdo Etica (CAAE) n° 09353018.5.0000.5054, seguindo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos da Resolugcdo n° 466/2012
(BRASIL, 2012).

4.8 Anélise estatistica

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica e de componentes funcionais
foram expressos em média + desvio padrdo (D.P.) e os resultados da experimentacdo animal
como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Foi realizada anélise de correlacdo de Pearson
entre os polifendis extraiveis totais e a atividade antioxidante total, utilizando o software
Assistat, versao 7.7. Para dados paramétricos foi utilizado o teste de T de Student para detectar
diferencas estatisticas entre duas amostras e a analise de varidncia ANOVA, seguida do teste
de Tukey para comparac6es multiplas; e para dados ndo paramétricos foi realizado o teste de
Mann-Whitney para duas amostras e Kruskall-Wallis, seguida do teste de Dunn’s para
comparagdes multiplas. Para fins estatisticos, foi considerado um nivel de significancia de 5%.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, verséo 6.01.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo quimica dos frutos de maracuja alho

5.1.1 Analise fisico-quimica e composicao centesimal
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Os resultados obtidos nas analises fisico-quimica e de composicdo centesimal dos

frutos de maracuja alho liofilizado estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizacdo fisico-quimica e composicdo centesimal dos frutos de maracuja alho

(Passiflora tenuifila Killip) liofilizados

Analises Resultados

pH 4,88 % 0,04
Atividade de agua 0,29 + 0,00
Acidez total titulavel (g acido citrico/100 Q) 2,78 £ 0,16
Umidade (g/100 g) 4,99 + 0,05
Cinzas (/100 g) 6,29 + 0,46
Proteinas (g/100 g) 8,77 £0,20
Lipidios (/100 g) 10,93 + 0,05
Carboidratos (g/100 g) 69,19 + 0,56
— Fibra alimentar total (g/100 g) 48,40 £ 2,26

— Fibra alimentar solGvel (g/100 g) 10,30 £ 0,42

— Fibra alimentar insolavel (g/100 g) 38,10+ 1,84

Valores expressos por média + desvio padrdo (n = 3).

Em relacdo as analises fisico-quimicas e de composicdo centesimal, os frutos

liofilizados de maracuja alho apresentaram valores semelhantes para umidade e cinzas aos

encontrados na literatura para casca de maracuja azedo (Passiflora edulis), porém os valores de

lipidios e proteinas do presente estudo foram bem superiores, isso pode ser devido a presenca

das sementes no material analisado. Cordova et al. (2005) obtiveram valor médio de 1,50 g/100

g para proteinas e 0,80 g/100 g para lipidios em casca de maracuja (P. edulis) seca em estufa a

vacuo a 70 °C por 3 h. Cazarin et al. (2014) encontraram valor médio de 0,43 para atividade de

agua, 9,48 g/100 g para umidade e 6,88 g/100 g para cinzas em farinha da casca de maracuja
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(P. edulis). Souza, Ferreira e Vieira (2008) constataram um teor de 6,09 g/100 g para umidade
em farinha de casca de maracuja.

O baixo teor de umidade e atividade de agua nos frutos de maracuja alho é coerente
com 0 processo de secagem ao qual foi submetido, encontrando-se em conformidade com o
recomendado pela Legislacdo Brasileira vigente, que estabelece um valor maximo de 15% para
farinhas de espécies de frutos (BRASIL, 2005).

Em relacdo ao conteudo de fibras, valores superiores foram determinados por
Souza, Ferreira e Vieira (2008) e Cazarin et al. (2014), constatando um teor de fibra alimentar
total de 66,37 e 65,22 g/100 g, respectivamente, em farinha de casca de maracuja (P. edulis).

Considerando um consumo de 10 g do maracuja alho liofilizado, tem-se um teor de
fibra alimentar total de cerca de 4,84 g. Seguindo a Resolucdo n° 19, de 30 de abril de 1999
(BRASIL, 1999), verifica-se que o fruto de maracuja alho pode ser considerado um alimento
com alegacao funcional como fonte de fibras, uma vez que apresentou teores de fibra alimentar
total maiores que o minimo exigido pela legislacéo, que estabelece um valor minimo de 3 g por

porgao, para alimentos sélidos.

5.1.2 Determinacao de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total

Os valores médios de polifendis e a atividade antioxidante total pelo método

ABTS*" dos frutos de maracuja alho liofilizado estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total dos frutos de

maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) liofilizados

Analises Resultados
Polifendis extraiveis totais (mg EAG/100 g) 1.151,33 + 14,46
Atividade antioxidante total (uM Trolox/g) 109,71 + 3,02

Valores expressos por média + desvio padrdo (n = 3). EAG: Equivalente em &cido galico.

A correlacdo entre a média dos valores de polifendis totais e a média dos valores de
atividade antioxidante total do maracuja alho desidratado foi de 0,554, indicando uma
correlacdo positiva entre essas variaveis. Diante disso, verifica-se que 0s compostos fendlicos
possuem importante contribuicdo na atividade antioxidante. Segundo Lazarova et al. (2014),
muitos compostos fitoquimicos, como os fendlicos e os flavondides, apresentam uma maior

contribuigdo e seu conteddo correlaciona-se positivamente com a atividade antioxidante.
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Os polifendis sdo os principais antioxidantes na dieta humana. Esses bioativos
naturais presentes em frutas e vegetais foram descobertos por seus potenciais efeitos benéficos
a saude na prevencdo de muitas doencas humanas relacionadas ao estresse oxidativo, como
infecgBes bacterianas e virais, atividade cardiaca, cancer, Ulcera, diabetes, envelhecimento,
disturbios inflamatérios e desordens neurolégicas (BHARDWAJ et al., 2014).

Saravanan e Parimelazhagan (2014) estudando as propriedades da P. ligularis em
extrato seco obtido da polpa, utilizando acetona como solvente extrator, obtiveram um alto
contetdo de polifenois totais (640,7 mg EAG/g extrato) e atividade antioxidante de 9800,9
umol/L Trolox/g extrato) pelo método ABTS**. Cazarin et al. (2014), avaliando o teor de
polifendis em extrato metandlico/acetona de farinha obtida da casca de P. edulis quantificaram
2,3 mg EAG/g de amostra e Silva et al. (2009) obteve 4,8 mg EAG/g de amostra. Spinosa
(2016) obteve teor de polifenois de 825,7 mg EAG/100 g e atividade antioxidante de 31,8 uM
Trolox/g (método ABTS**) para o fruto de P. tenuifila in natura e 2284,8 mg EAG/100 g e 84,7
MM Trolox/g, respectivamente, para o fruto liofilizado.

Tendo em vista o potencial antioxidante dos frutos de maracuja alho (P. tenuifila
Killip), este pode ser utilizado como ingrediente para a formulacdo de produtos como relevante
fonte de antioxidantes naturais. Holanda (2015) desenvolveu uma formulacéo de sopa enlatada
de vegetais e carne a base de P. tenuifila e caracterizou como fonte de fibras (3,88 + 0,32 g/100
g de fibra alimentar total), de compostos fendlicos (103,43 = 8,43 mg EAG/100 g) e de
antioxidantes (4,09 + 0,34 uM Trolox/g pelo método ABTS*") e Spinosa (2016) avaliando uma
sopa desidratada, formulada com a mesma espécie de maracuja, obteve valores de 165,42 +
7,33 mg EAG/100 g para os compostos fendlicos e de 31,80 + 1,18 uM Trolox/g para a

atividade antioxidante total pelo método ABTS*®".

5.1.3 Avaliacdo da composicdo quimica por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foi realizada para identificacéo
e quantificacdo de metabolitos primarios de baixo peso molecular presentes nos frutos de
maracuja alho liofilizado. Os resultados estdo apresentados na Figura 6. Os compostos
majoritarios encontrados foram os aclcares apresentando sinais de frutose, sacarose (13,46 +
1,67 mg/g), a-glicose (42,99 £ 4,05 mg/g) e B-glicose (63,06 + 4,88 mg/g) e 0s minoritarios

foram acido malico (14,58 + 2,42 mg/g), gama-aminobutirico (GABA) e citrico e aminoacidos
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essenciais, apresentando sinais caracteristicos de valina, treonina, prolina (9,54 + 1,01 mg/g) e

alanina (2,43 + 0,30 mg/qg).

Figura 6 — Espectro de RMN *H dos frutos de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip)
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Fonte: A autora (2019).

Os acucares (principalmente frutose, glicose e sacarose), &cidos organicos
(principalmente citrico e malico) e aminoacidos sdo importantes compostos para o sabor e 0s
aspectos nutritivos de frutas citricas (SHENG et al., 2017). Além disso, 0s acidos organicos
também desempenham um papel importante no aroma e na coloragéo dos frutos, contribuindo
para estabilizar as antocianinas e prolongar a vida Gtil dos frutos e de produtos processados
(MA et al., 2015). Os aminoacidos essenciais sdo importantes reguladores do metabolismo
humano. A FAO/OMS (2007) estabeleceu valores para necessidades didrias de aminoacidos
essenciais para atividades rotineiras, considerando uma pessoa de 70 kg é recomendando um

limite maximo de 3600 mg e minimo de 273 mg de valina, maximo de 2720 mg e minimo de
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157,5 mg de treonina e para prolina e alanina o limite minimo ndo é especificado e apresentam
limite maximo de 5360 mg e 3320 mg, respectivamente.

Shanmugam et al. (2018), estudando as propriedades da polpa de Passiflora
subpeltata identificaram &cido glutdmico (243 mg/g proteina), arginina (115 mg/g proteina),
acido aspartico (105 mg/g proteina) e prolina (5,02 mg/g proteina). Segundo Inomata et al.
(1983), a alanina € um componente razoavelmente constante e especifico no maracuja, com teor
médio de 27 mg/100 mL de suco. Ainda segundo esses autores, foram encontrados 0s
aminoacidos livres: cistina (2,9%), lisina, taurina, histidina, arginina, asparagina (2,9%),
glicina, acido aspartico, serina (32,0%), acido glutamico, treonina (30,4%), alanina, prolina
(23,0%), tirosina, triptofano (3,3%), fenilalanina, metionina, valina (3,0%), leucina, isoleucina
(2,5%). Elsas et al. (2010) analisando as propriedades de cinco diferentes extratos de flores de
Passiflora incarnata, 0 GABA foi 0 aminoacido presente em todos os extratos.

De acordo com Campbell, Chebib e Johnston (2004), a bioatividade da Passiflora
pode também resultar de ac¢Ges sinérgicas de varios compostos, tais como uma combinagéo de
GABA com compostos adicionais que podem facilitar a sua permeacdo de membrana e
possivelmente juntamente com modulagéo positiva de segunda ordem de receptores GABAA

em flavonoides.

5.1.4 Avaliacdo da composicdo quimica por Cromatrografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(UPLC)

A Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia foi utilizada para identificar os
compostos presentes nos frutos liofilizados de maracuja alho. A Figura 7 mostra o

cromatograma obtido, usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no modo negativo.
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Figura 7 — Cromatografia e espectrometria de massa dos frutos liofilizados de maracuja alho
(Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no modo negativo
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Fonte: Software Masslynx 4.1 (Waters® Corporation) adaptado pela autora (2019).

Os compostos foram identificados com base em suas massas moleculares e em
comparacdo com dados publicados na literatura (SUMNER et al., 2007). O tempo de retencdo,
as massas dos compostos e de seus fragmentos, a formula molecular e a comparacdo com dados
da literatura resultaram em 38 compostos identificados (TABELA 4). Dentre estes, 23
compostos ja foram relatados em espécies de Passiflora por outros pesquisadores. Os
compostos identificados, em sua grande maioria, foram compostos fenolicos (flavondides e

acidos fenolicos).
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Tabela 4 — Compostos identificados nos frutos liofilizados de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no modo

negativo (continua)

Tempo de
. [M-H] [M-H] Fragmentos ] Erro o
N° | retengéo Formula Composto Referéncias
) Observada | Calculada m/z (ppm)
(min)
1 1,209 191,0189 191,0192 111 CeH70O7 -1,6 Acido citrico Farag et al., 2017;
Hoffmann, 2016
2 2,068 137,0239 137,0239 - C7Hs03 0,0 Acido 4-hidroxibenzdico Trautvetter et al.,
2009
3 2,304 167,0345 167,0344 123 CgH704 0,6 Acido 3,4-dihidroxifenilacético Trautvetter et al.,
(acido vanilico) 2009; Hoffmann, 2016
4 2,49 447,1146 | 447,1139 | 259, 233,152 | C1gH23013 | 1,6 Acido dihidroxibenzoico Gadioli, 2017
hexosideo pentosideo
5 2,674 243,1076 243,1080 170 CeH10g | -1,6 Desconhecido -
6 2,96 467,1613 | 467,1612 203, 151 CisH31016 | 0,2 Desconhecido -
7 3,197 547,1621 547,1616 473, 443, C27H31012 | 0,9 | Apigenina-C-deoxihexosideo-O- Farag et al., 2016
417, 383, 271 (dideoxi) hexosideo
8 3,366 193,0496 193,0501 178,149 CioHoOs | -2,6 Acido ferrlico Medeiros, 2018; Farag

et al., 2017
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Tabela 4 — Compostos identificados nos frutos liofilizados de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no

modo negativo (continuagao)

Tempo de
[M-H] [M-H] Fragmentos Erro )
N° | retengéo Formula Composto Referéncias
) Observada | Calculada m/z (ppm)
(min)

9 3,483 387,1663 387,1655 207, 163 C18H2709 2,1 Desconhecido -

10 3,516 223,0614 | 223,0606 193 C1iHuOs | 3,6 Desconhecido -

11 3,586 593,1504 593,1506 | 473, 357, 327 | Co7H29015 | - 0.3 Orientina 6”-O-deoxihexose Ozarowski et al., 2017

(luteolina 8-C-glucosideo 6”-O-
deoxihexose)
12 3,644 447,0916 447,0927 369, 357, C21H19011 | -2,5 Luteolina-6-C-glucosideo Ozarowski et al.,
327, 285 (isoorientina) 2017; Otify et al.,
2015

13 3,752 287,0909 287,0919 195 CigH1505 | -3,5 Desconhecido -

14 3,880 563,1418 563,1401 547, 503, Co6H27014 | 3,0 | Apigenina-6-C-glucosideo-8-C- Farag et al., 2016;
487, 473, 383 arabinosideo (schaftosideo) Otify et al., 2015

15 3,939 577,1553 | 577,1557 413, 293 C27H29014 | - 0,7 Isovitexina 2"-O- Ozarowski et al., 2017

deoxihexosideo (apigenina 6-C-
glucosideo 2"-O-

deoxihexosideo)
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Tabela 4 — Compostos identificados nos frutos liofilizados de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no

modo negativo (continuagao)

Tempo de
. [M-H] [M-H] Fragmentos ] Erro o
N° | retengéo Formula Composto Referéncias
) Observada | Calculada m/z (ppm)
(min)

16 4,022 593,1495 593,1506 431, 413, Co7H29015 | - 1,9 | Luteolina-C-deoxihexosideo-2"- Farag et al., 2016
357, 327, 285 O-hexosideo

17 4,125 577,1556 577,1557 473, 415, C27H29014 | - 0,2 | Apigenina-C-deoxihexosideo-O- Farag et al., 2016;
397, 311, 269 hexosideo Otify et al., 2015

18 4,283 415,1030 | 415,1029 397, 357, C21H1909 0.2 Crisina 6-C-hexosideo Otify et al., 2015

327, 325

19 4,361 431,0963 | 431,0978 413, 357, Co1H19010 | -3.5 Luteolina-6-C- FARAG et al., 2016
327, 311, 285 quinovosideo/fucosideo

20 4,395 577,1570 577,1557 311, 413 Co7H29014 | 2,3 Isovitexina 6"-O- Ozarowski et al., 2017

deoxihexosideo (apigenina 6-C-
glicosideo 6"-O-
deoxihexosideo)

21 4,503 575,1398 575,1401 411, 429, Co7H27014 | 0,5 Luteolina-8-C-6"deoxi-3"- Farag et al., 2016
357, 473, 285 hexosideo-2"-O-ramnosideo

22 4,528 415,1019 415,1029 397, 341, C21H1909 | -2,4 | Apigenina-8-C-deoxihexosideo Farag et al., 2016;
311, 294, 269 Otify et al., 2015
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Tabela 4 — Compostos identificados nos frutos liofilizados de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no

modo negativo (continuagao)

Tempo de
[M-H] [M-H] Fragmentos Erro )
N° | retengéo Formula Composto Referéncias
) Observada | Calculada m/z (ppm)
(min)
23 4,648 575,1411 575,1401 | 411, 367, 285 | Co7H27014 | 1,7 Desconhecido -
24 4,739 577,1547 577,1557 473, 415, Ca7H290014 | - 1,7 | Apigenina-8-C-deoxihexosideo- | Ozarowski et al., 2017
311, 353, 283 7-O-glicosideo
25 4,756 577,1553 577,1557 473, 415, C27H29014 | - 0,7 | Luteolina 8-C-[6"-O-glicosideo] | Ozarowski et al., 2017
357, 327 -dideoxihexosideo
26 4,831 577,1570 577,1557 559, 487, Co7H2014 | 2,3 Crisina-6,8-C-di-hexosideo Farag et al., 2016;
473, 457, 311 Otify et al., 2015
27 4,901 577,1547 577,1557 415, 269 Co7H29014 | - 1,7 | Apigenina O-deoxihexosideo-O | Ozarowski et al., 2017
-glicosideo
28 4,993 677,2809 | 677,2809 | 659, 645,617 | C3aHa5014 | 0,0 Desconhecido -
29 5,101 675,2648 | 675,2653 | 643,599,319 | C3sHa3014 | - 0,7 Desconhecido -
30 5,162 575,1925 | 575,1917 | 481, 425,397 | Cs2H31010 | 1,4 Desconhecido -
31 5,287 691,1897 | 691,1909 675, 643, CsoH2704 | - 1,7 Desconhecido -
599, 473,

393,319
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Tabela 4 — Compostos identificados nos frutos liofilizados de maracuja alho (Passiflora tenuifila Killip) usando o UPLC-ESI-QTOF-MSE no modo
negativo (concluséo)

Tempo de
[M-H] [M-H] Fragmentos Erro )
N° | retengéo Formula Composto Referéncias
) Observada | Calculada m/z (ppm)
(min)

32 5,346 591,1863 | 591,1866 575, 481, Cs2H3:011 | -0,5 Desconhecido
303, 287

33 5,490 879,2916 | 879,2923 575, 481, Cs1Hs1021 | -0,8 Desconhecido -
397, 287

34 5,674 313,0704 | 313,0712 255, 227 Ci7H1303 | -2,6 Desconhecido -

35 5777 705,2029 | 705,2031 575, 393 Cs3H37017 | - 0,3 Desconhecido -

36 5,927 691,1831 | 691,1816 557, 473, CsoH31012 | 2,2 Desconhecido -
411, 393

37 6,466 327,2171 | 327,2171 318, 301, CisH3105 | 0,0 Acido trihidroxi- Farag et al., 2016
269, 257, octadecadienoico (C18:2)
215, 113

38 6,855 329,2346 329,2328 309, 259, C18H330s 5,5 | Acido trihidroxi-octadecaenoico Farag et al., 2016
249, 227, (C18:1)

183, 113
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O espectro de massa do composto n°® 1 exibiu m/z 191,0189 (Ce¢H-O7) e fragmento
m/z 111, supostamente identificado como &cido citrico (FARAG et al., 2017; HOFFMANN,
2016). Esse &cido organico também foi identificado na espectroscopia de RMN, descrito
anteriormente.

Os compostos n° 2, 3, 4 e 8, de acordo com seus espectros de massa, foram
classificados como acidos fendlicos e identificados como &cido 4-hidroxibenzdico com m/z
137,0239 (C7Hs03)~, acido 3,4-dihidroxifenilacético (&cido vanilico) com m/z 167,0345
(CsH704)~, &cido dihidroxibenzoéico hexosideo pentosideo com m/z 447,1146 (CigH23013)" €
acido ferralico com m/z 193,0496 (C10H9O4), respectivamente (TRAUTVETTER et al., 2009;
HOFFMANN, 2016; GADIOLI, 2017; MEDEIROS, 2018; FARAG et al., 2017). Os
compostos fendlicos presentes nas matrizes naturais compreendem uma ampla gama de
estruturas quimicas, incluindo fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides,
estilbenos, entre outros (STALIKAS, 2007). Os acidos fenolicos tém atraido interesse de
pesquisas em virtude de seus potenciais beneficios a satde, exibindo atividades antibacterianas,
antivirais, anticarcinogénicas e anti-inflamatérias devido suas propriedades antioxidantes
(CHOCHOLOUS et al., 2013; ZHANG et al., 2019).

O composto 7 apresentou espectro de massa com m/z 547,1621 (C27H31012)~, com
fragmentos m/z 473, 443, 417, 383 e 271, caracterizando o composto apigenina-C-
deoxihexosideo-O-(dideoxi) hexosideo, composto ja relatado em folhas de P. subpeltata por
Farag et al. (2016).

Os compostos n° 11 e 16 exibiram a mesma massa (m/z 593,1504 e 593,1495,
respectivamente) e formula (C27H29015)~ molecular no modo negativo e foram identificados
como orientina 6”-O-deoxihexose (luteolina 8-C-glucosideo 6”-O-deoxihexose) ja reportado
anteriormente em folhas de P. alata (OZAROWSKI et al., 2017) e luteolina-C-deoxihexosideo-
2"-0-hexosideo em folhas de P. ambigua, P. serratifolia, P. quadrangularis, P. incarnata e P.
perfoliata (FARAG et al., 2016), respectivamente.

O composto n° 12 foi identificado como luteolina-6-C-glucosideo (isoorientina),
apresentando espectro de massa com m/z 447,0916 (C21H19011)", com fragmentos m/z 369,
357, 327 e 285, ja relatado em folhas de P. edulis (OTIFY et al., 2015) e P. incarnata
(OZAROWSKI et al., 2017).

O composto n° 14 exibiu espectro de massa com m/z 563,1418 (CzsH27014), com

fragmentos m/z 547, 503, 487, 473 e 383, e foi identificado como apigenina-6-C-glucosideo-8-
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C-arabinosideo (schaftosideo), ja relatado em folhas de P. edulis (OTIFY et al., 2015) e P.
caerulea, P. coriacea, P. microstipula, P. incarnata e P. edulis (FARAG et al., 2016).

Os compostos n° 15, 17, 20, 24, 25, 26 e 27 também exibiram a mesma massa (m/z
577) e formula (C27H20014)~ molecular no modo negativo, sendo caracterizados como
isovitexina 2"-O-deoxihexosideo (apigenina 6-C-glucosideo 2"-O-deoxihexosideo) ja
reportada em folhas de P. incarnata (OZAROWSKI et al., 2017), apigenina-C-deoxihexosideo-
O-hexosideo em folhas de P. edulis (FARAG et al., 2016; OTIFY et al., 2015), apigenina-8-C-
deoxihexosideo-7-O-glicosideo, luteolina 8-C-[6"-O-glicosideo]-dideoxihexosideo em folhas
de P. incarnata (OZAROWSKI et al., 2017), crisina-6,8-C-di-hexosideo em folhas de P. edulis
(FARAG et al., 2016; OTIFY et al., 2015) e apigenina O-deoxihexosideo-O-glicosideo em
folhas de P. incarnata (OZAROWSKI et al., 2017), respectivamente.

Os compostos n° 18 e 22 tambem exibiram a mesma massa (m/z 415,1030 e
415,1019, respectivamente) e formula (C21H1900)~ molecular no modo negativo e foram
identificados com crisina 6-C-hexosideo e apigenina-8-C-deoxihexosideo, respectivamente, ja
relatadas em folhas de P. edulis (FARAG et al., 2016; OTIFY et al., 2015).

O composto n° 19 exibiu espectro de massa com m/z 431,0963 (C21H19010)™, com
fragmentos m/z 413, 357, 327, 311 e 285, e foi identificado como luteolina-6-C-
quinovosideo/fucosideo, ja relatado em folhas de P. incarnata e P. edulis (FARAG et al., 2016).

O composto n° 21 foi identificado como luteolina-8-C-6"deoxi-3"-hexosideo-2"-O-
ramnosideo, apresentando espectro de massa com m/z 575,1398 (C27H27014)~, com fragmentos
m/z 411, 429, 357, 473 e 285, ja relatado em folhas de P. subpeltata (FARAG et al., 2016).

Farag et al. (2016) analisando folhas de 17 espécies do género Passiflora (P.
ambigua, P. caerulea, P. capsularis, P. costaricensis, P. helleri, P. holosericea, P. incarnata,
P. perfoliata, P. quadrangulares, P. racemosa, P. serratifolia, P. subpeltata, P. lutea, P.
microstipula, P. coriacea, P. x kewensis, P. edulis) encontraram 97 compostos. Ozarowski et
al. (2017) identificaram 82 compostos nas folhas de P. incarnata, P. caerulea e P. alata. Otify
et al. (2015) estudando a folha e o caule de P. edulis identificaram 65 compostos. Dentre 0s
compostos encontrados por esses autores, a grande maioria também foram compostos fenélicos,
predominando a presenca de flavonodides, como apigenina, luteolina, crisina, orientina e
vitexina.

Os flavonoides encontrados no presente estudo podem oferecer diversos beneficios
a saude humana. Nabavi et al. (2018) revelaram efeito antioxidante e neuroprotetor da

apigenina em modelos animais experimentais de Doenca de Alzheimer e Parkinson, bem como
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ensaios clinicos em humanos. Guo et al. (2018) verificaram em seu estudo que a orientina
exibiu capacidade anti-inflamatéria e inibiu a dor neuropética em ratos. Wilsher et al. (2017)
relataram que a luteolina pode exercer efeitos terapéuticos significativos em células de cancer
de mama. Wong et al. (2017) verificaram que a administracdo de apigenina ou luteolina poderia
modular favoravelmente o contetdo de colesterol sérico e hepatico em camundongos em uma
dieta rica em gordura. He et al. (2016) reunindo dados encontrados na literatura descreveram
para vitexina e isovitexina efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antineoplasicos,
antimicrobiano, antiviral e protetores contra doencgas enddcrinas, metabdlicas, neurologicas,
psiquiatricas e do sistema cardiovascular.

Os compostos n° 5, 6, 9, 10, 13, 23, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36 apresentaram
espectros de massa com m/z 243,1076 (CgH190sg)", 467,1613 (Ci5H31016)", 387,1663
(C18H2709), 223,0614 (C11H1105)~, 287,0909 (C16H150s), 575,1411 (C27H27014)", 677,2809
(C3sH45014)7, 675,2648 (C34H43014)~, 575,1925 (C32H31010) ™, 691,1897 (Cs0H2704), 591,1863
(C32H31011)7, 879,2916 (Ca1H51021)7, 313,0704 (C17H1303)~, 705,2029 (C33H37017)~, 691,1831
(C39H31012)7, respectivamente, porém ndo foram encontrados dados de massas moleculares
semelhantes na literatura, dificultando a identificacdo desses compostos, sendo portanto
caracterizados como desconhecidos.

Os espectros de massas revelaram a presenca de acidos graxos hidroxilados, como
0 acido trihidroxi-octadecadiendico (C18:2) (composto n° 37) com m/z 327,2171 (C1gH310s5)"
ja relatado na literatura em folhas de P. incarnata, P. helleri, P. quadrangularis, P. perfoliata
e P. edulis e &cido trihidroxi-octadecaendico (C18:1) (composto n° 38) com m/z 329,2346
(C18H330s)” em folhas de P. incarnata e P. edulis (FARAG et al., 2016). Martin-Arjol et al.
(2010) reportaram uma atividade antimicrobiana de &cidos graxos hidroxilados (&cido 9-
hidroxi-10,12-octadecadiendico, &cido 13-hidroxi-9,11-octadecadiendico; é&cido 7,10-di-
hidroxi-8E-octadecenoico, &cido 9,10,13-tri-hidroxi-11-octadecendico e &cido 9,12,13-tri-

hidroxi-10-octadecendico) contra fungos patogénicos.

5.2 Avaliacdo da toxicidade dos frutos de maracuja alho

5.2.1 Toxicidade contra artemia salina

Artemia salina € um crustaceo de agua salgada e desempenha um papel importante

no fluxo de energia da cadeia alimentar neste ambiente. Tem sido amplamente utilizado em
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bioensaios de laboratério para determinar a toxicidade através da estimativa da concentragdo
letal média (CLso), além de ser um método de avaliacdo simples, de baixo custo e ndo necessitar
de aprovacao do comité de ética (MEYER et al., 1982; PARRA et al., 2001).

O efeito dos extratos liofilizados dos frutos de maracuja alho sobre a sobrevivéncia
das larvas de Artemia salina sdo apresentados na Figura 8, tanto para material filtrado quanto
para o dialisado. De acordo com Meyer et al. (1982), sdo considerados atdxicos os produtos
que apresentam CLso maior que a concentracdo de 1 mg/mL. Dessa forma, os extratos dos frutos
de maracuja alho ndo apresentaram efeito citotoxico apds o periodo de avaliacdo padrdo do
teste (24 h).

Figura 8 — Gréficos de sobrevivéncia das larvas de Artemia
salina apds 24 h de exposicdo a solucdo salina contendo
diferentes concentragdes do maracuja alho liofilizado (extrato

aquoso filtrado e extrato dialisado)
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Resultados expressos em média + E.P.M. Fonte: Software GraphPad Prism
versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Baseando nos dados obtidos, pode-se verificar que a CLso foi de 3,77 + 0,03 mg/mL
para o0 extrato aquoso filtrado e 3,27 £ 0,58 mg/mL para o extrato dialisado. Carvalho (2008)
avaliando a citotoxicidade de extratos aquoso, etandlico e hexanico das folhas de Passiflora
nitida frente a A. salina ndo observou efeito toxico na concentracdo avaliada (1 mg/mL). Juzavil
et al. (2015) obtiveram valores de CLso de 749,89 pg/mL para o extrato etandlico e maior que
1000 pg/mL para os extratos aquoso e etanol-agua (50:50) das folhas de Passiflora foetida.

Bandara, Padumadasa e Peiris (2018) obteve valor de CLso de 60,26 = 0,80 pug/mL para o
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extrato aquoso e 309,02 + 0,00 pug/mL para o extrato metandlico das folhas de Passiflora

suberosa, indicando atividade toxica.

5.2.2 Citotoxicidade em fibroblastos

A Figura 9 e a Tabela 5 mostram o efeito dos extratos liofilizados dos frutos de
maracujia alho (extrato aquoso filtrado e dialisado) sobre a viabilidade de fibroblastos
determinado pelo teste do Alamar Blue. Os extratos dos frutos de maracuja alho nédo
apresentaram efeitos tdxicos nas concentracdes testadas para a linhagem de fibroblastos CCD
1059 SK, possuindo CLsp maior que 1000 pug/mL. Também ndo houve diferenca entre as

concentracdes de extratos de frutos de maracuja alho avaliadas (p > 0,05).

Figura 9 — Efeito das diferentes concentracdes de maracuja alho liofilizado
(extrato aquoso filtrado e dialisado) sobre a viabilidade de fibroblastos
(linhagem CCD 1059 SK) determinado pelo teste do Alamar Blue
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Resultados expressos em média + E.P.M. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).
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Tabela 5 — Percentual de células viaveis das diferentes concentragcbes de maracuja alho

liofilizado (extrato aquoso filtrado e dialisado) obtido pelo teste do Alamar Blue

Concentragao (ng/mL)

Percentual de células viaveis (%)

Extrato aquoso filtrado

Extrato dialisado

0
31,25
62,5
125
250
500
1000

94,92 + 2,46
78,65 + 3,28
96,25+ 2,31
88,38 £ 2,76
97,13 +£ 2,00
101,13 £5,80
94,37 +£1,96

101,05 £ 3,91
93,07 + 8,54
102,32 + 3,57
101,52 £2,98
102,73 £1,26
101,49 £ 6,56
108,46 * 6,36

Resultados expressos em média + E.P.M.

5.2.3 Citotoxicidade em neutréfilos humanos

A Tabela 6 e a Figura 10 mostram o efeito dos frutos de maracuja alho (extrato

aquoso filtrado e dialisado) sobre a viabilidade de neutrofilos humanos determinado pelo teste

do MTT.

Tabela 6 — Percentual de células viaveis das diferentes concentracfes de maracuja alho

liofilizado (extrato aquoso filtrado e dialisado) obtido pelo teste do MTT

Concentracao (pg/mL)

Percentual de células viaveis (%)

Extrato aquoso filtrado

Extrato dialisado

1
10
50

100
200

96,30 + 2,06
100,20 + 1,76
99,60 + 1,80
97,93 + 2,47
100,40 + 2,88

96,98 +1,91
103,00 + 6,16
93,59 + 2,61
87,32 + 3,20
81,47 + 3,60

Resultados expressos em média + E.P.M.
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Figura 10 — Efeito das diferentes concentracbes de maracuja alho (extrato
aquoso filtrado e dialisado) sobre a viabilidade de neutréfilos humanos
determinado pelo teste do MTT
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Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia (ANOVA de uma via, seguida de Teste de Tukey). Resultados expressos em
média + E.P.M. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

0

A adicao desses extratos aos neutrofilos humanos ndo causou reducéo significativa
na viabilidade celular quando comparada ao grupo controle (HBSS contendo 100% de células
viaveis), exceto para o extrato dialisado (200 pg/mL). O extrato dialisado (200 pg/mL)
apresentou menor viabilidade celular (p < 0,05) em relagcdo ao grupo controle, extrato aquoso
filtrado e dos extratos dialisados (1 ¢ 10 ug/mL) e o extrato dialisado (100 pg/mL) apresentou
menor viabilidade celular em relagdo ao extrato aquoso filtrado (10 pg/mL). Por outro lado, o
Triton X-100 (0,2% v/v, padrdo citotoxico) apresentou uma reducéo de 10,37 +0,8% (p < 0,05)
na viabilidade celular quando comparado ao grupo controle e aos extratos dos frutos de
maracuja alho nas diferentes concentragdes utilizadas.

A avaliacdo da citoxicidade do maracuja alho (extrato aquoso filtrado e dialisado)
em neutrofilos humanos através da mensuracdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) esta
apresentada na Figura 11 e na Tabela 7. A adicdo do extrato aquoso filtrado e do dialisado (1,
10, 50, 100 e 200 pg/mL) ndo causaram aumento significativo da atividade da enzima LDH

quando comparado com o grupo controle (HBSS contendo células ndo tratadas; 21,96 + 4,51
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U/L). Contudo, o tratamento dos neutréfilos com Triton X-100 (0,02% v/v, padréo citotoxico)

aumentou significativamente a atividade da enzima LDH (233,2 £ 28,9 U/L).

Figura 11 — Avaliagdo da citoxicidade das diferentes concentragcdes de
maracuja alho (extrato aquoso filtrado e dialisado) em neutr6filos humanos

através da mensuracgdo da enzima lactato desidrogenase (LDH)

300+
a
= 200-
=
=
(=)
-
L
=
<
=
2
< 100+
b b b b b b b b
b b b r +— I~ - I T T L
- -
0 T T T T T T T T T T T
Controle 1 10 50 100 200 1 10 50 100 200 Triton
X-100
Extrato aquoso Extrato Dialisado (0,02%)

filtrado (ng/mL) (ng/mL)

Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia (ANOVA de uma via, seguida de Teste de Tukey). Resultados expressos em
média + E.P.M. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 adaptado pela autora (2019).

Tabela 7 — Atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) frente as diferentes concentracdes

de maracuja alho liofilizado (extrato aquoso filtrado e dialisado)

B Atividade da LDH (U/L)
Concentracao (ng/mL) i _
Extrato aquoso filtrado Extrato dialisado

1 25,48 + 5,40 30,25 + 6,65
10 25,48 £ 5,25 34,48 + 8,34
50 36,21 + 8,08 32,63 + 7,67
100 32,63 +7,33 31,75+ 8,04
200 36,81 +7,60 37,74 £ 9,17

Resultados expressos em média + E.P.M.
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5.2.4 Toxicidade aguda e subcronica in vivo

Nos ensaios de toxicidade aguda oral pode-se observar que o extrato dos frutos de
maracuja alho ndo provocou morte de nenhum dos animais, ndo sendo possivel determinar a
DLso. Também ndo foram verificadas alteracbes ponderais dos animais durante o periodo de
analise (Tabela 8). Além disso, ndo foram observadas alteracdes quanto aos aspectos clinicos,
incluindo a postura, convulsdes/tremores, consisténcia e aspecto das fezes, fechamento da
palpebra, piloerecdo, aspecto da pele e pélos, estresse, salivacdo, olhos e comportamento dos
animais. Sendo assim, verifica-se que ndao houve sinal de toxicidade do maracuja alho nas
condicdes avaliadas, o que fornece subsidios para a realizacdo de ensaios farmacoldgicos in

vivo, permitindo a escolha de doses seguras em testes com animais (ratos e camundongos).

Tabela 8 — Peso corpdreo dos ratos Wistar antes (dia 0) e apds 7 e 14 dias da administracao oral
de 300, 1000 e 2000 mg/kg de maracuja alho

] Peso (g)
Doses (mg/kg de peso corporeo)
Dia0 Dia 7 Dia 14
300 185,70 + 18,23 188,00 £ 19,52 186,70 £17,01
1000 180,30 + 12,06 179,70 £9,50 181,30 £4,73
2000 191,00 + 10,00 194,70 £9,50 192,30 + 13,05

Valores expressos por média + D.P. (n = 3). N&o houve diferenga significativa entre as médias dos pesos corporeos
nos dias 0, 7 e 14 de cada dose, ao nivel de 5% de significancia.

O peso corporal tem um efeito importante no metabolismo do corpo, uma vez que
uma diminuicao no peso dos orgaos pode afetar as fungdes vitais do corpo (GOMES, 2017). A
avaliacdo do peso dos 6rgaos é frequentemente utilizada em estudos de toxicidade para verificar
se houve alteracbes nos 6rgaos e para confirmar os resultados bioquimicos e hematoldgicos
(PARASURAMAN, 2011). Segundo Sellier et al. (2012), dois indicadores mais intuitivos e
visiveis nas avaliacdes de toxicidade sdo a morbidade e a mortalidade. A toxidade sistémica
também pode ser identificada por meio das alteracdes relacionadas a massa relativa dos 6rgdos
(LAPA et al., 2010).

A Figura 12 e Tabela 9 mostram o peso corporeo dos ratos Wistar dos grupos
controle e maracuja ao longo do periodo de 90 dias de observagdo e o consumo de racdo de

cada grupo.
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Figura 12 - Peso corp6reo e consumo de racao dos ratos Wistar (machos e fémeas) dos grupos

controle e maracujé alho durante 90 dias de tratamento
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Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Tabela 9 — Peso corporeo médio dos ratos Wistar (machos e fémeas) dos grupos controle e

maracuja alho durante 90 dias de tratamento

Peso (9/100 g peso corporeo)

Dias Machos Fémeas
Maracujéa alho Controle Maracuja alho Controle

0 240,83 + 3,34 252,75 + 22,23 198,67 +2,14 | 224,75 +5,30
7 250,50 + 3,68 262,75 + 23,85 199,83 +2,21 | 225,00 5,29
14 259,00 + 5,00 271,25 + 23,65 199,33 +2,38 | 225,00 +£5,74
21 264,50 + 6,35 280,25 + 24,90 205,33 +3,06 | 232,25 +5,57
28 264,17 + 6,55 287,50 + 25,50 202,33 +2,96 | 232,00 +£6,23
35 262,17 + 7,38 294,75 + 25,80 205,67 + 2,44 | 239,50 +6,18
42 258,83 + 7,65 297,25 + 26,40 209,67 +5,06 | 238,00 + 6,89
49 256,17 + 8,68 305,00 + 26,26 208,83 + 3,35 | 240,75 +6,70
56 263,00 + 8,71 309,50 + 26,31 208,00 + 3,64 | 244,50 + 6,29
63 260,83 + 9,63 312,00 + 26,73 206,83 +3,91 | 242,50 £5,17
70 274,33 £ 9,75 319,00 + 27,16 210,33+ 3,70 | 244,00 +£5,70
77 273,50 + 9,05 322,00 + 28,02 211,00 +2,52 | 246,25 +6,74
84 275,50 + 9,55 327,25 £ 29,75 206,83 + 3,24 | 241,75+ 6,66
90 270,83 + 9,50 327,00 £ 29,75 205,67 + 3,88 | 243,00 5,55

Valores expressos por média + E.P.M. (maracuja alho: n=6; controle: n=4).
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Nos ensaios de toxicidade subcronica verificou-se que ndo houve morte de nenhum
dos animais (machos e fémeas) durante o periodo de 90 dias de consumo de ragdo contendo
maracuja alho (dose diaria de 1000 mg/kg). Em relacdo aos aspectos clinicos, ndo foram
observadas alteragdes nos animais. Através de analise de regressdo linear, verificou-se que
houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05) no ganho de peso e no consumo alimentar
entre os grupos ao final dos 90 dias de tratamento, observando-se um menor ganho de peso e
um menor consumo de racdo para 0s grupos tratados com maracuja alho. Isso pode ser
justificado pela maior saciedade proporcionada pelo maior teor de fibra alimentar no maracuja
alho, uma vez que este apresenta-se como uma fonte de fibra, j& mostrado anteriormente. A
rejeicdo da racdo contendo maracuja alho seria um outro ponto a ser levado em consideracéo,
porém ao observar o peso dos animais ao longo dos 90 dias de tratamento, verifica-se que ndo
houve uma desnutricdo (perda de peso) dos animais.

Na Tabela 10, verifica-se que ndo houve diferenca significativa em relacdo ao peso
dos drgéos dos grupos controle e maracuja alho, exceto para o figado, onde o grupo controle
(machos) apresentou maior peso para este 6érgao quando comparado com o grupo tratado com
maracuja alho (machos), ndo diferindo estatisticamente dos demais grupos, isso pode ser devido

ao maior ganho de peso corpdreo desse grupo.

Tabela 10 — Peso dos érgéos dos ratos Wistar (machos e fémeas) dos grupos controle e maracuja

alho apds 90 dias da tratamento

Peso (9/100 g peso corpodreo)
Orgaos Machos Fémeas

Maracujéa alho Controle Maracuja alho Controle
Coragéo 0,33 +0,03a 0,33 +0,03a 0,35 +0,02a 0,34 +0,02a
Pulméo 0,44 + 0,10a 0,56 +0,11a 0,49 + 0,09 0,52 + 0,05a
Rins 0,86 + 0,08a 0,77 +£0,07a 0,78 + 0,04a 0,82 + 0,05a
Figado 3,20 £ 0,16b 3,60 +0,07a 3,37 £0,11ab 3,37 £ 0,09ab
Baco 0,32 + 0,04a 0,32 + 0,05a 0,39 +0,07a 0,38 + 0,09

Valores expressos por média + D.P. (n = 3). Valores acompanhados de letras iguais na mesma linha, ndo
apresentam diferenca significativa entre as médias ao nivel de 5% de significancia (ANOVA de uma via, seguida
de teste de Tukey).
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Com isso, verificou-se que ndo houve sinal de toxicidade subcrénica do maracuja
alho nas condicbes avaliadas, o que fornece subsidios para a realizacdo de ensaios

farmacoldgicos in vivo, permitindo a escolha de doses seguras em testes com animais.

5.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do maracuja alho em neutréfilos humanos

Realizado os ensaios de citotoxicidade em neutréfilos humanos, apenas o extrato
aquoso filtrado de maracuja alho foi escolhido para avaliacdo do efeito anti-inflamatorio, pois
todas as concentragdes desse extrato utilizadas apresentaram uma maior viabilidade celular pelo
teste do MTT quando comparado com o extrato dialisado, o qual apresentou um menor
percentual de células viaveis nas concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL. Sendo assim, ndo
estariam possivelmente relacionados a uma acgdo citotoxica, uma vez que pareceram nao
provocar alteragdes no metabolismo mitocondrial e na permeabilidade plasmatica.

O efeito das diferentes concentragdes do extrato aquoso filtrado de maracuja alho

sobre a desgranulacdo de neutrdfilos humanos estéo apresentados na Figura 13 e Tabela 11.

Figura 13 — Avaliacéo do efeito das diferentes concentragdes de maracuja
alho (extrato aquoso filtrado) sobre a desgranulacdo de neutrofilos

humanos induzida por PMA determinada pela liberacdo da MPO
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PMA: Forbol miristato acetato. MPO: Mieloperoxidase. HBSS: Hanks balanced salt
solution. Indo: Indometacina. Letras diferentes sobre as barras do gréafico diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significAncia (ANOVA de uma via, seguida de Teste
de Tukey). Resultados expressos em média £ E.P.M. Fonte: Software GraphPad Prism
versdo 6.01 modificado pela autora (2019).
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Tabela 11 — Percentual de liberagdo de MPO frente as diferentes concentracfes de maracuja
alho liofilizado (extrato aquoso filtrado)

3 Liberacéo de MPO (%)
Concentragao (pg/mL) i

Extrato aquoso filtrado

1 102,20 + 4,01

10 94,88 + 2,04

50 90,50 + 6,31

100 94,65 + 5,68

200 88,98 + 5,30

Resultados expressos em média + E.P.M. MPO: Mieloperoxidase.

A adigao de PMA (0,1 uM) (grupo veiculo) a suspensdo de neutréfilos aumentou
em cerca de duas vezes a liberacdo de MPO quando comparada as células ndo tratadas (grupo
HBSS). No extrato aquoso filtrado de maracuja alho nas concentragdes utilizadas (1, 10, 50,
100 e 200 pg/mL) o percentual de liberacdo de MPO ndo mostrou efeito comparavel a droga
padrdo, indometacina, que apresentou liberacdo de MPO de 45,47 £+ 7,91%.

O PMA ativa a transducdo de sinais no neutréfilo sem a necessidade de um receptor
de membrana, agindo diretamente sobre a proteina quinase C, que & responsavel por
desencadear a liberacdo de Ca?* das reservas intracelulares, aumentando sua concentragio no
interior da célula e ocasionando a sua desgranulacdo (HU; LIU; SHEN, 2011; KARLSSON;
NIXON; MCPHAIL, 2000).

A MPO esta presente nos granulos azurdéfilos de neutréfilos e é a principal enzima
liberada em resposta a processos anti-inflamatdrios, infecciosos e isquémicos, sendo
considerada um marcador indireto da migracédo celular (KLEBANOFF, 2005; ARNHOLD,
2004).

Dessa forma, os resultados até entdo obtidos sugerem que o extrato aquoso filtrado
de maracuja alho, nas concentrac6es utilizadas, ndo diminuiu o processo inflamatério, uma vez
que ndo reduziu a desgranulacdo em neutrofilos induzida por PMA, mensurada pela liberacao
de MPO no meio. Extratos preparados a partir das folhas de P. alata e P. edulis foram capazes
de inibir a atividade da MPO em 61 e 49%, respectivamente (VARGAS et al., 2007) e extratos
etandlicos e metanolicos da casca e da polpa destas espécies de Passiflora inibiram
aproximadamente 50% (ZERAIK et al., 2011). Essas diferencas nos resultados podem ser
devido a diferencas no material analisado (folhas e frutos) e a forma de obtencdo do extrato de

maracuja alho que foi realizado apenas com agua, possivelmente ndo extraindo uma quantidade
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suficiente de compostos fendlicos que estariam relacionados com a atividade anti-inflamatoria
deste fruto, uma vez que os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios encontrados
amplamente em plantas, apresentando efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (HAMINIUK
et al., 2012; JOSEPH, EDIRISINGHE, BURTON-FREEMAN, 2016).

5.4 Avaliacdo do efeito do maracuja alho sobre o comportamento de camundongos

5.4.1 Avaliacéo da atividade locomotora

5.4.1.1 Teste do campo aberto

A Figura 14 mostra que o tratamento oral com maracuja alho alterou o
comportamento dos camundongos no teste do campo aberto. Em relacdo ao parametro crossing,
que se refere ao nimero de cruzamentos com as 4 patas entre as divisdes do campo, verificou-
se que as doses de maracuja alho 200 e 400 mg/kg ndo apresentaram diferencas significativas
entre si (51,83 + 9,25 e 47,33 + 3,42, respectivamente), porém diferiram em relacdo a agua
(85,00 * 4,23) e ao diazepam (102,70 * 4,29). A anélise estatistica para 0 comportamento de
levantar (rearing) apresentou diferenca significativa para as doses de maracuja alho 200 e 400
mg/kg (6,50 + 1,61 e 4,50 + 1,43, respectivamente) e diazepam (7,50 £ 2,57) em relacdo a agua
(15,83 + 1,97). Porém em relacdo ao parametro auto-limpeza (grooming), que se refere ao
namero de comportamentos de autolimpeza, avaliado no teste do Campo Aberto nenhuma
diferenca foi encontrada, apresentando valores médios de 3,83 + 0,98, 2,67 + 1,12, 4,00 £ 0,93

e 2,00 £ 0,86 para os grupos agua, diazepam, maracuja alho 200 e 400 mg/kg, respectivamente.
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Figura 14 — Comportamento dos camundongos no teste do campo aberto (A — crossing, B —

grooming e C — rearing) apos tratamento com maracuja alho, agua e diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida
de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

O teste de campo aberto é amplamente utilizado como parametro de atividade
locomotora e de ansiedade animal (STEIMER, 2011). Segundo Lamprea et al. (2008) esse
modelo se baseia na aversdo dos ratos a espacos abertos e pelo comportamento de tigmotaxia
(tendéncia do animal em andar proximo as paredes). Os tratamentos com ansioliticos ndo
aumentam a exploracdo do campo, mas diminui o estresse induzido no comportamento de
exploracdo e de tigmotaxia (PRUT; BELZUNG, 2003; VILELA; SONCINI; PAIVA, 2009).
Outra funcdo desse modelo seria avaliar a atividade exploratéria dos animais por meio dos
seguintes parametros: nimero de cruzamentos totais, nimero de levantadas e tempo de
imobilidade indicando alteracdo na atividade motora espontanea; e o nimero de bolos fecais,

indicando alteracdo na emocionalidade do animal (HAN et al., 2009).
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Dessa forma, os resultados obtidos no teste do campo aberto confirmam uma
diminuicdo da atividade locomotora dos camundongos tratados com maracuja alho,
relacionando-a com uma atividade sedativa.

Resultado semelhante foi encontrado por Figueiredo (2013) estudando as
propriedades sedativas e ansioliticas da Passiflora edulis, verificou que o tratamento de 30 dias
com a farinha do albedo associada ao flavedo (130 mg/kg) causou uma diminuic¢do na atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto. Lutomski, Malek e Rybacka (1975)
verificaram efeito tranquilizante por via oral de sucos de frutos de P. edulis, com diminuigéo
significativa da movimentacdo espontanea dos animais, atribuindo a presenca de pequenas

quantidades de alcaloides harmanicos e de flavonoides.

5.4.1.2 Teste do rota rod

A Figura 15 mostra os resultados obtidos no teste do rota rod. Pode-se verificar que
0s grupos tratados com agua, diazepam e maracuja alho (200 e 400 mg/kg) nao apresentaram

diferencas estatisticas (p > 0,05) no tempo de permanéncia do aparelho rota rod.

Figura 15 — Comportamento dos camundongos no teste do
rota rod apds tratamento com maracuja alho, agua e
diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey.
N&o apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% de
significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).
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Segundo Lopes et al. (2014), o teste do rota rod € utilizado para avaliar a
coordenagdo motora e o equilibrio. E um dos mais utilizados para medir fungdo motora nos
roedores, por ser considerado um dos mais sensiveis para isso. Muitas vezes um possivel efeito
relaxante muscular é observado pelos farmacos classicos ansioliticos-sedativos (FARKAS et
al., 2005). Dessa forma, observou-se que o tratamento com maracuja alho ndo resultou na
alteracdo da coordenacdo motora e equilibrio dos camundongos durante o tempo de observagdo
no aparelho rota rod, confirmando que a reducdo da atividade locomotora no teste do campo
aberto estaria relacionada com uma atividade sedativa, ndo causando um relaxante muscular.

Resultados semelhantes foram encontrados por Figueiredo et al. (2016) estudando
os efeitos da ingestdo da farinha da casca de maracuja (P. edulis), observou que ndo houve
alteracdo no desempenho dos animais no aparelho rota rod, indicando que a farinha de casca

de P. edulis ndo causou um relaxamento muscular em animais.

5.4.2 Avaliacéo da atividade ansiolitica

5.4.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

De acordo com Martinez, Garcia e Morato (2005), o labirinto em cruz elevado é um
teste validado do ponto de vista farmacoldgico, bioquimico e comportamental como modelo de
ansiedade em roedores. Um aumento significativo do nimero de entradas no braco aberto sem,
todavia, alterar o nimero de entradas nos bracos fechados e a diminuicdo do tempo de
permanéncia nos bracos fechados nesse teste € um fator indicativo de efeito ansiolitico
(BUENO, 2005).

A Figura 16 mostra os resultados obtidos no teste do labirinto em cruz elevado para
o0s tratamentos com &gua, diazepam e maracuja alho. Pode-se verificar que os animais tratados
com maracuja alho (200 e 400 mg/kg) apresentaram menor frequéncia de entrada nos bracos
fechados (7,17 £ 1,17 e 6,83 + 1,38, respectivamente), apresentando diferenca significativa em
relacdo ao grupo agua e diazepam (12,00 + 0,93 e 14,00 * 2,46, respectivamente). Observou-
se que o tempo de permanéncia dos camundongos nos bracos abertos e fechados néo

apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos.
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Figura 16 — Comportamento dos camundongos no teste do labirinto em cruz elevado (A —
frequéncia de entrada, B — tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados) apds o

tratamento com maracuja alho, agua e diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida
de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Verifica-se que a administracdo oral do maracuja alho nas doses avaliadas nédo
causou uma diminuicdo no tempo de permanéncia nos bracos fechados e um aumento na
frequéncia de entrada nos bragos abertos. Porém, vale ressaltar que houve uma diminuicdo
significativa na frequéncia de entrada nos bragos fechados nesse teste, observando uma
tendéncia ao efeito ansiolitico do maracuja alho.

Lietal. (2011) estudando extratos etanolicos de folhas de P. edulis, verificaram um
aumento significativo no percentual de entrada nos bracos abertos e uma diminuicao de entradas
na entrada nos bracos fechados, sugerindo um efeito sedativo. Figueiredo et al. (2016)
analisando farinha da casca de maracuja (P. edulis), ndo observaram diferenca estatistica no
namero de entradas de animais nos bragos abertos e fechados e no tempo gasto em bragos
fechados. No entanto, os animais tratados com farinha de alho associada ao flavedo tiveram

maior tempo gasto nos bracos abertos do aparelho.
5.4.2.2 Teste da placa perfurada
O teste da placa perfurada foi realizado para verificar o potencial ansiolitico do

maracuja alho através do comportamento exploratério dos camundongos. Esse modelo indica

que o comportamento de head dipping € sensivel a mudancas no estado emocional do animal e
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sugere a expressao do estado ansiolitico em animais pode ser refletida por um aumento no
comportamento de head dipping (BARUA et al., 2009; TAKEDA, TSUJI e MATSUMIYA,
1998).

Os resultados obtidos no teste da placa perfurada sdo mostrados na Figura 17.
Observou-se que o tratamento com maracuja alho (200 e 400 mg/kg) e diazepam aumentaram
significativamente o nimero de vezes que o animal coloca a cabeca nos orificios (head dips),
apresentando valores médios de 21,83 + 1,89, 26,33 + 3,40, 20,50 + 2,59 respectivamente, em
relacdo a agua (11,50 £ 0,56).

Figura 17 — Comportamento dos camundongos no teste da
placa perfurada apds o tratamento com maracuja alho, agua
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. Letras
diferentes sobre as barras do gréafico diferem estatisticamente ao nivel de
5% de significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).

Os dados obtidos nesse experimento forneceram evidéncias de que o maracuja alho
nas doses de 200 e 400 mg/kg apresentaram atividade ansiolitica, pois foi observado um
aumento no comportamento de head dips.

Estudos realizados por diversos autores, sugerem que os flavonoides presentes no
maracuja podem ser parcialmente responsaveis pela atividade ansiolitica e/ou sedativa de
muitas espécies do género Passiflora (COLETA etal., 2006; SENA et al., 2009; ZUCOLOTTO

et al., 2012). Lolli et al. (2007) demonstraram que a atividade ansiolitica de extratos de folhas
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de Passiflora actinia pode ser atribuida a interacdo das benzodiazepinas nos receptores
GABAA.

5.4.3 Avaliacdo da atividade antidepressiva

5.4.3.1 Teste do nado forcado

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos no teste do nado forgado para os

tratamentos com &gua, fluoxetina e maracujé alho.

Figura 18 — Comportamento dos camundongos no teste do nado

forcado apos o tratamento com maracuja alho, agua e fluoxetina
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. Letras
diferentes sobre as barras do grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5%
de significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado
pela autora (2019).

Pode-se observar que o tratamento com fluoxetina (57,67 + 22,41 s) apresentou um
menor tempo de imobilidade quando comparado com 0s grupos agua (173,8 + 18,22 s) e
maracuja alho 200 e 400 mg/kg (169,30 £ 6,39 se 176,00 + 6,61 s, respectivamente) (FIGURA
18). Como ndo foram observadas alteracdes significativas no tempo de imobilidade para o
tratamento com maracuja alho nas doses de 200 e 400 mg/kg em relacéo ao grupo &gua, verifica-

se que o maracuja alho ndo apresentou uma atividade antidepressiva.
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O teste do nado forcado é um modelo animal utilizado para reproduzir aspectos
relevantes da depressdo humana nas espécies de roedores. Nesse teste, 0s animais que mostram
niveis elevados de imobilidade correspondem a um estado patoldgico de sujeitos deprimidos, o
que pode ser explorado pela pesquisa pré-clinica da depressao, além disso, pode ser usado como
um modelo para as avaliagbes dos antidepressivos (EL-BATSH, 2015). Drogas com agéo
antidepressiva geralmente sdo capazes de prolongar o tempo em que o animal apresenta
comportamento de fuga, sendo inversamente proporcional ao tempo de imobilidade
(BUCCAFUSCO, 2009).

Wang et al. (2013) analisando diferentes fragdes de extratos de folhas e caules de
P. edulis, verificou que duas fracdes reduziram o tempo de imobilidade no teste do nado

forcado, exibindo um efeito do tipo antidepressivo.

5.4.4 Avaliacao da atividade sedativa/hipnética

5.4.4.1 Teste do tempo de sono induzido por éter etilico

O teste do sono induzido por pentobarbital sodico (barbiturico) é o mais utilizado
na avaliacdo da atividade sedativa. Todavia, neste estudo, optou-se pela utilizacdo do éter etilico
como agente indutor do sono, pois segundo Vieira (2001) os barbitdricos normalmente séo
indutores do citocromo P450 hepéatico e das enzimas de conjugacdo e quaisquer outras
substancias metabolizadas pelo sistema citocromo P450 podem interagir farmacocineticamente,
alterando os resultados obtidos. Com isso, da-se preferéncia a utilizacdo de um agente indutor
de sono que ndo seja metabolizado pelo figado, por exemplo, o éter etilico, uma vez que se trata
da avaliagdo de uma mistura complexa como é o caso dos vegetais (GAZOLA, 2014). De
acordo com o0 mesmo autor, substancias depressoras do SNC geralmente aumentam o tempo de
duracdo do sono por outros agentes depressores, como o pentobarbital e o éter.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos no teste do tempo de sono induzido por
éter etilico para os tratamentos com agua, diazepam e maracuja alho. Verifica-se que o
tratamento com maracuja alho na dose de 400 mg/kg (53,00 + 7,83 s) aumentou a laténcia do
sono, ou seja, 0s animais tratados com maracuja alho nessa dose demoraram mais tempo para
perder o reflexo postural em comparacdo aos grupos: agua (25,67 + 2,35 s), diazepam (30,83 +
4,32 s) e maracuja 200 mg/kg (41,00 + 2,58 s). Em relacdo ao tempo de sono, a analise
estatistica mostrou diferenca significativa para os tratamentos com maracuja alho nas doses de
200 e 400 mg/kg (153,80 £ 19,19 s e 134,7 £ 10,75 s, respectivamente) e diazepam (153,50 £
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13,19 s), apresentando maior tempo de duracdo de sono em relagdo ao grupo agua (70,33 £
10,63 s).

Figura 19 — Comportamento dos camundongos no teste do
tempo de sono induzido por éter etilico (A — laténcia do
sono, B —tempo de duracdo do sono) apds o tratamento com

maracuja alho, agua e diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de
Tukey. Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia. Fonte: Software
GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que 0 maracuja alho aumentou
a duracdo do sono induzido por éter etilico, indicando uma acdo depressora do sistema nervoso

central e atividade sedativa.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Gazola (2014) estudando folhas
secas em estufa a 40°C e frutos liofilizados de diferentes espécies de maracuja, verificou que o
pericarpo de P. alata (600 mg/kg), as folhas de P. edulis (600 mg/kg), a polpa de P. ligularis
(100 e 300 mg/kg), as folhas de P. manicata (100 mg/kg), o pericarpo (100 e 300 mg/kg) e as
folhas (60 mg/kg) de P. quadrangularis aumentaram o tempo de durag&o do sono dos animais
quando comparado ao controle (dgua). Costa (2009) ao analisar P. edulis (polpa + semente
liofilizada), observou que o tratamento com 300 mg/kg aumentou a laténcia do sono e 0s
tratamentos com 50, 100 e 300 mg/kg de P. edulis ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle (Agua) para o tempo de sono. Gazola et al. (2011) analisando extrato aquoso
do pericarpo de P. quadrangularis (100 e 300 mg/kg) também mostrou um aumento na duracao
do sono no teste de hipnose induzida por éter etilico em camundongos, atribuindo essa a¢édo
sedativa a presenca do composto apigenina. Além disso, 0s mesmos autores supdem que essa

atividade sedativa da apigenina pode ser devido a um aumento do sistema GABAérgico.

5.4.5 Avaliaco da atividade anticonvulsivante

5.4.5.1 Convulséo induzida por pentilenotetrazol

O pentilenotetrazol é um antagonista do receptor GABAAa capaz de causar tanto
crises ténico-clonicas como mioclénicas e, a indugdo de convulsdes por esta substancia tem
demonstrado a propensdo de potencializar o estresse oxidativo (BRANCO et al., 2013;
KUMAR; LALITHA; MISHRA, 2013; RODRIGUES et al., 2012), sendo um dos principais
indutores de convulsdo utilizados na triagem pré-clinica de substancias com propriedades
anticonvulsivantes (QUINTANS-JUNIOR; MELLO, 2006; SMITH; WILCOX; WHITE,
2007). Segundo Praveen et al. (2013), o diazepam funciona como agente anticonvulsivante,
apresentando capacidade de facilitar a abertura dos canais para cloreto GABAa, inibindo as
convuls6es induzidas por pentilenotetrazol.

Na Figura 20, demonstra-se que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
no tempo de manifestacdo da primeira convulsdo do tipo clénica ou ténico-clonica (laténcia de
convulsdo). Foi verificado que os animais comecaram a convulsionar apos 70,00 + 3,38 s
(dgua), 99,00 + 23,62 s (diazepam), 134,00 + 34,33 s (maracuja alho 200 mg/kg) e 75,00 +
16,59 s (maracuja alho 400 mg/kg) da administracdo do pentilenotetrazol. Em relagéo a laténcia
de morte, observou-se que 0s tratamentos com maracuja alho na dose de 400 mg/kg (1800,00

+ 0,00 s) e diazepam (1800,00 £ 0,00 s) aumentaram a laténcia de morte, diferindo
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estatisticamente dos grupos agua (663,20 * 246,00 s) e maracuja na dose 200 mg/kg (808,80 +
255,10 s). O percentual de sobrevivéncia dos animais tratados com maracuja alho (400 mg/kg)
e diazepam (2 mg/kg) foi de 100%.

Figura 20 — Comportamento dos camundongos no teste de
convulsdo induzida por pentilenotetrazol (A — laténcia de
convulsdo, B — laténcia de morte) apds o tratamento maracuja

alho, &gua e diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram
analisados por Kruskall Wallis, seguida de teste de Dunn’s (A) e por ANOVA
de uma via, seguida de teste de Tukey (B). Letras diferentes sobre as barras do
grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia. Fonte:
Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Baseando-se nos resultados obtidos, ndo houve diferenca significativa entre os

animais tratados com maracuja alho (400 mg/kg) e diazepam (2 mg/kg), indicando que o
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maracujd alho nessa dose foi eficiente como protetor das convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol.

Pavan et al. (2009) avaliando a atividade de extratos de folhas de P. foetida nas
doses de 30, 100 e 300 mg/kg, observaram que a dose de 300 mg/kg exerceu um efeito protetor
das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, ndo causando a morte dos animais. Elsas et al.
(2010) estudando o efeito anticonvulsivante de extratos liofilizados de P.incarnnata nas doses
de 1000 mg/kg, verificaram que o tratamento de 7 dias em dois dos cinco extratos avaliados
reduziu a frequéncia e severidade das convulsfes induzidas por pentilenotetrazol. Esses estudos
mostram a eficicia de extratos de Passiflora e fracbes de compostos flavonoides contra
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol em modelo experimental animal. Os flavondides se
ligam com alta afinidade ao sitio da benzodiazepina do receptor GABAA (MEDINA et al.,
1997; MARDER; PALADINI, 2002).

5.4.5.2 Convulséo induzida por cafeina

Conforme Swiader e Wielosz (2011), a cafeina € uma metilxantina natural que
estimula a secrecdo de neurotransmissores no sistema nervoso central, podendo apresentar
efeitos colaterais como nervosismo, ansiedade, arritmia cardiaca e convulsdes em altas doses.
Segundo Chu (1981), a cafeina influencia a excitabilidade cerebral e desencadeia convulsdes
seguidas por encefalopatia em ratos. Sua estrutura molecular é semelhante a adenosina, e é um
antagonista misto de receptor de adenosina A1 e A;a (KOERT et al., 2018), aumenta a liberagdo
de dopamina e glutamato e inibe 0 GABA (BORYCZ et al., 2007; SOLINAS et al., 2002).

A Figura 21 mostra que ndo houve diferenca significativa entre os grupos para a
laténcia de convulséo e laténcia de morte. Os animais comecaram a convulsionar apés 108,50
+ 11,52 s (4gua), 351,7 + 160,50 s (diazepam), 113,70 + 5,05 s (maracuja alho 200 mg/kg) e
161,20 + 55,45 s (maracuja alho 400 mg/kg) da administracéo de cafeina. Na laténcia de morte,
apresentaram valores médios de 977,70 + 368,30 s (agua), diazepam (1374,00 = 273,70 s),
maracuja na dose 200 mg/kg (971,30 £ 321,60 s) e na dose de 400 mg/kg (1247,00 £ 349,60 s)
(FIGURA 21).
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Figura 21 — Comportamento dos camundongos no teste de convulséo
induzida por cafeina (A — laténcia de convulsdo, B — laténcia de

morte) apos o tratamento com maracuja alho, agua e diazepam
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram
analisados por Kruskall Wallis, seguida de teste de Dunn’s. Ndo houve
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significAncia. Fonte: Software
GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

Com base nos resultados obtidos, o maracuja alho nas doses avaliadas nao
apresentou atividade anticonvulsivante no modelo de convulsdo induzida por cafeina, uma vez
que ndo houve uma reducdo da severidade das convulsdes, o que ocasionou a morte dos

animais.

5.4.5.3 Convulsdo induzida por picrotoxina

A picrotoxina é um outro agente quimioconvulsivo que tem sido utilizado em

modelos de convulsdo animal. Assim como o pentilenotetrazol, é também um antagonista nao-
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competitivo do receptor GABAA para a acao agonistica no canal de cloreto do receptor GABA,
atuando como um bloqueador ou modulador de canais, 0 que causa o efeito convulsivante
(LASON; CHLEBICKA; REJDAK, 2013). A picrotoxina produz uma convulsio tonico-
clonica generalizada que leva & morte do animal na maioria dos casos (HEIDARI et al., 2006).

A Figura 22 mostra o comportamento dos camundongos no teste de convulséo

induzida por picrotoxina apos o tratamento com maracujé alho, 4gua e diazepam.

Figura 22 — Comportamento dos camundongos no teste de convulséo
induzida por picrotoxina (A — laténcia de convulséo, B — laténcia de morte)

apos o tratamento com maracuja alho, agua e diazepam

1500+
A
Y a
i T
“E 1000+
=
(=]
o b
L
= . b
g 500 |“ b
=
(‘2
<
- ‘ \
O ., L] T 1 T
Agua 2 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
Diazepam Maracuja alho
2000+ a
B
= | ab
Y 15004 |
E
= bc
< 1000+ |
=
= c
<
€ [
5 5004
0 ., L] T T T
Agua 2 mg/kg 200 mg/kg 400 mg/kg
Diazepam Maracuja alho

Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do
grafico diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significAncia. Fonte: Software
GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).
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O tratamento com maracujé alho na dose de 400 mg/kg apresentou menores valores
e diferiu estatisticamente quando comparado com o grupo diazepam, tanto para a laténcia de
convulsdo quanto para a laténcia de morte (FIGURA 22). Os animais comecaram a
convulsionar apés 582,70 + 68,70 s (4gua), 943,50 + 128,60 s (diazepam), 523,30 + 21,44 s
(maracuja alho 200 mg/kg) e 421,30 + 24,57 s (maracuja alho 400 mg/kg) da administracdo da
picrotoxina. Para a laténcia de morte, apresentaram valores médios de 862,50 + 201,20 s (&4gua),
diazepam (1620,00 + 180,30 s), maracuja na dose 200 mg/kg (1346,00 + 205,60 s) e na dose de
400 mg/kg (544,70 £ 159,40 s). Com base nos resultados obtidos, 0 maracuja alho nas doses
avaliadas ndo apresentou atividade anticonvulsivante no modelo de convulséo induzida por

picrotoxina.

5.5 Avaliacdo do efeito do maracuja alho no modelo de parkinsonismo em ratos

Segundo Tieu (2011), a rotenona é um pesticida de natureza lipofilica e atravessa a
barreira hematoencefalica sem qualquer transporte, afetando todas as regides do cérebro e
causando neurotoxicidade. Atua na destruicdo de neurénios dopaminergicos, levando a
deplecdo do neurotransmissor dopamina e aparéncia dos sintomas parkinsonianos em ratos
(ALAM; SCHMIDT, 2002). N&o foram encontrados trabalhos na literatura que relatem o uso
de Passifloras em modelos animais da Doenca de Parkinson, porém existem diversos trabalhos
na literatura que utilizaram a rotenona como modelo de inducdo dessa doenca em ratos, sendo
encontrados estudos com flores de Sambucus caerulea (JACQUET et al., 2017), caule de
Schinus terebinthifolius (SERENIKI et al., 2016), flores de Camelia japonica (YANG et al.,
2016), frutos de Forsythia suspense (ZHANG et al., 2016), pseudofruto de Anacardium
occidentale (LINARD, 2014), caule de Vitis amurensis (RYU et al., 2013), dentre outros.

A Figura 23 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo comportamental dos
animais antes e depois de 20 dias de administracdo de rotenona (3 mg/kg), nos testes da corda
para forca de preensdo, campo aberto e nado for¢ado. Observou-se uma diminuicao
significativa na laténcia para soltar o arame (teste da corda para forca de preensdo) de 49,13 +
2,14 para 32,92 + 3,09 s e na frequéncia do nimero de cruzamentos (teste do campo aberto) de
92,16 + 4,08 a 22,89 + 3,06 (p < 0,05), e no teste de natacdo forcada foi verificado um aumento
de 219,2 + 3,02 para 233,5 = 1,56 s (p < 0,05) no tempo de imobilidade (FIGURA 23). Estes
resultados mostram a eficiéncia na inducao dos sintomas de parkinsonismo com a administra¢ao
de rotenona, uma vez que houve uma alteragdo no comportamento natural e coordenacdo

motora dos animais.
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Figura 23 — Resultados dos testes comportamentais (A - teste da corda para forca
de preensdo, B - campo aberto, C - nado forgado) antes e depois de 20 dias de

administracao de rotenona
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=40/grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de
uma via, seguida de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do gréfico diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).

Em estudo realizado por Sharma, Kumar e Deshmukh (2018), verificaram que a
administracdo de rotenona em ratos diminuiu significativamente a coordenagdo motora, sendo
confirmado pela movimentacao no teste de campo aberto, rota rod e forca de preensdo. Sharma
e Nehru (2013) também observaram comprometimento em parametros comportamentais,

verificando uma diminuicao na atividade locomotora e aumento na rigidez (catalepsia).

5.5.1 Teste da corda para forca de preensdo (String test for grip strength)

A Figura 24 mostra os resultados obtidos no teste de corda para forca de preenséao
apos 7, 14 e 20 dias dos tratamentos com maracuja alho (200 e 400 mg/kg), veiculo (agua) e
carbidopa/L-DOPA (25/250 mg/kg) em ratos Wistar induzidos ao Parkinson por rotenona.

Ap0s 14 e 20 dias dos tratamentos, pode verificar que as doses de 200 e 400 mg/kg de maracuja
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alho (14 dias: 49,44 + 3,85 s e 48,22 + 4,74; 21 dias: 54,40 = 3,02 e 58,60 + 1,40,
respectivamente) aumentaram significativamente a laténcia para soltar o arame (p < 0,05) em

comparagdo com o grupo veiculo (14 dias: 26,00 + 2,13; 21 dias: 33,35 £ 6,56 S).

Figura 24 — Resultados do teste da corda para forca de preensdo apo6s 7, 14 e 20 dias dos
tratamentos com maracuja alho, veiculo (dgua) e carbidopa/L-DOPA em ratos Wistar induzidos
ao Parkinson por rotenona
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Resultados expressos em média + E.P.M (grupo naive: n=6; demais grupos: n=10/grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. 7, 14 e 21 dias: *p < 0,05 versus veiculo. Fonte:
Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

O teste da corda considera o periodo de tempo para manter o aperto em um fio como
a medida indireta da forca de preensdo (SHALABY et al., 2018). A reducéo da laténcia na
perda da preensdo € um indicativo de comprometimento da forca muscular e capacidade de
agarrar e segurar objetos (WELCH et al., 2013; TARIQ et al., 2005).

Com isso, pode-se verificar que o tratamento com rotenona promoveu uma
diminuicdo da forca muscular dos animais, sendo observado através do grupo veiculo. Por outro
lado, observou-se que os tratamentos com carbidopa/L-DOPA e maracuja alho nas doses de
200 e 400 mg/kg apresentaram uma reversao nos efeitos adversos causados pela administracéo

de rotenona, promovendo uma melhoria na forca muscular dos animais.
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5.5.2 Teste do campo aberto

Na Figura 25 estdo apresentados os resultados obtidos no teste do campo aberto
apos 7, 14 e 20 dias dos tratamentos com maracuja alho (200 e 400 mg/kg), veiculo (agua) e
carbidopa/L-DOPA (25/250 mg/kg) em ratos Wistar induzidos ao Parkinson por rotenona.

Figura 25 — Resultados do teste do campo aberto ap6s 7, 14 e 20 dias dos tratamentos com
maracuja alho, veiculo (agua) e carbidopa/L-DOPA em ratos Wistar induzidos ao Parkinson

por rotenona
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Resultados expressos em média + E.P.M (grupo naive: n=6; demais grupos: n=10/grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. 7 dias: * p < 0,05 versus veiculo e maracuja alho
(400 mg/kg). 14 dias: * p < 0,05 versus veiculo, carbidopa/L-DOPA e maracuja alho (400 mg/kg). 21 dias: ndo
significante (p > 0,05). Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

O maracuja alho (200 mg/kg) apresentou um aumento significativo (p < 0,05) no
namero de cruzamentos (56,87 £ 7,97), quando comparado com 0s grupos veiculo (26,22 +
4,72) e maracuja alho na dose de 400 mg/kg (28,89 + 5,18) apds 7 dias dos tratamentos,
indicando uma melhoria na atividade locomotora dos animais (FIGURA 25). A auséncia de
diferenca ap0ds 14 e 21 dias do maracuja alho com o veiculo pode ser devido ao efeito sedativo
(j& mostrado anteriormente no presente trabalho), principalmente do grupo que recebeu a dose
de 400 mg/kg de maracuja alho.

O teste de campo aberto é amplamente utilizado como pardmetro de atividade
locomotora e ansiedade (STEIMER, 2011). O tratamento com ansioliticos ndo aumenta a

exploragdo do campo, mas diminui o estresse induzido no comportamento exploratorio e na
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tigmotaxia (PRUT; BELZUNG, 2003; VILELA et al., 2009). Diversas espécies de maracuj
sdo conhecidas pelos efeitos ansioliticos, como Passiflora incarnata (DHAWAN et al., 2001),
Passiflora actinia (LOLLI et al., 2007), Passiflora edulis (FIGUEIREDO, 2013) e Passiflora
quadrangularis (GAZOLA et al., 2018). Segundo Bové e Perier (2012), a atividade locomotora
também pode estar associada a altera¢des na funcdo da dopamina, uma vez que niveis reduzidos

de dopamina podem levar a uma reducdo da locomocao.

5.5.3 Teste do nado forgado

O teste de nado forcado é uma das ferramentas mais utilizadas para a triagem de
antidepressivos (PETIT-DEMOULIERE et al., 2005) e este método foi descrito pela primeira
vez por Porsolt et al. (1977), que relataram que um estado deprimido poderia ser induzido em
camundongos, forcando-os a nadar em um cilindro estreito do qual eles ndo podem escapar, e
ap0os um curto periodo de desespero, 0s animais adotam uma caracteristica de postura imovel.
A depressdo é uma das complicacdes psiquiatricas mais comuns da Doenca de Parkinson
(AARSLAND et al., 2011), apresentando a perda de interesse e prazer como a principal
caracteristica (CUMMINGS, 1992).

Na Figura 26, estdo apresentados os resultados do teste do nado forcado apés 7, 14
e 20 dias dos tratamentos com maracuja alho (200 e 400 mg/kg), veiculo (dgua) e carbidopa/L-
DOPA (25/250 mg/kg) em ratos Wistar induzidos ao Parkinson por rotenona. Observou-se que
apos 14 dias dos tratamentos, houve uma diminuigdo significativa (p < 0,05) no tempo de
imobilidade do maracuja na dose de 400 mg/kg (211,6 £ 5,09 s) quando comparado com 0
grupo veiculo (234,89 £ 1,97 s), indicando uma melhoria no estado depressivo dos animais

desse grupo.
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Figura 26 — Resultados do teste do nado forcado ap6ds 7, 14 e 20 dias dos tratamentos com
maracuja alho, veiculo (agua) e carbidopa/L-DOPA em ratos Wistar induzidos ao Parkinson

por rotenona
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Resultados expressos em média + E.P.M (grupo naive: n=6; demais grupos: n=10/grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. 7 dias: *p < 0,05 versus veiculo e carbidopa/L-
DOPA. 14 dias: *p < 0,05 versus veiculo e maracuja alho (200 mg/kg); +p < 0,05 versus veiculo e maracuja alho
(200 mg/kg). 21 dias: *p < 0,05 versus naive, veiculo e maracuja alho (200 mg/kg). Fonte: Software GraphPad
Prism versdo 6.01 modificado pela autora (2019).

5.5.4 Dosagem de monoaminas

A Figura 27 mostra os niveis de dopamina no cérebro dos ratos Wistar induzidos
ao Parkinson por rotenona e tratados com maracuja alho (200 e 400 mg/kg), veiculo (agua) e
carbidopa/L-DOPA (25/250 mg/kg). Os resultados obtidos indicaram gque os grupos tratados
com maracuja alho (doses de 200 e 400 mg/kg) apresentaram niveis mais elevados (339,5 +
28,28 e 347, 7 £ 9,87 ng/g tecido, respectivamente) diferindo (p < 0,05) dos grupos veiculo
(269,6 £ 9,78 ng/g tecido) e naive (215,5 + 17,3 ng/g tecido), mas sem diferenca significativa
(p > 0,05) com o grupo carbidopa/L-DOPA (303,7 + 7,52 ng/g tecido).
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Figura 27 — Niveis de dopamina (DA) no cérebro (corpo estriado) de ratos Wistar
induzidos ao Parkinson por rotenona e tratados com maracuja alho, veiculo
(dgua) e carbidopa/L-DOPA
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram analisados por ANOVA
de uma via, seguida de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do grafico diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia. Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).

Segundo Lewitt et al. (2011), a dopamina sofre catabolismo pela monoamina
oxidase e pela catecol-O-metil transferase para produzir 4cido homovanilico (HVA) e &cido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) como metabolitos, que tambem podem ser utilizados como
biomarcadores para a doenca de Parkinson.

Connolly e Lang (2014) relataram que a principal caracteristica patologica da
doenca de Parkinson é a perda de neurdnios dopaminérgicos na via nigrostriatal. A rotenona é
um inibidor do complexo | da mitocondria e é utilizada para induzir o comportamento de
parkinsonismo e a morte neuronal dopaminérgica (TEERAPATTARAKAN et al., 2018). Os
resultados deste estudo mostraram que o maracuja alho exerceu protecdo contra morte neuronal
dopaminérgica.

Para a avaliacdo dos niveis de DOPAC, apresentados na Figura 28, 0s grupos
tratados com veiculo (dgua) apresentaram niveis mais elevados (695,3 + 30,78 ng/g tecido)
diferindo estatisticamente (p < 0,05) dos grupos naive (498,1 + 31,74 ng/g tecido), carbidopa/L-
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DOPA (469,8 + 38,77 ng/g tecido) e maracuja alho nas doses 200 e 400 mg/kg (317,3+0,91 e
418,8 + 26,96 ng/g tecido, respectivamente).

Figura 28 — Niveis de acido dihidroxifenilacético (DOPAC) no cérebro (corpo
estriado) de ratos Wistar induzidos ao Parkinson por rotenona e tratados com

maracuja alho, veiculo (&4gua) e carbidopa/L-DOPA
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Resultados expressos em média + E.P.M (n=6/grupo). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. Letras diferentes sobre as barras do gréafico
diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia. Fonte: Software GraphPad Prism

versdo 6.01 modificado pela autora (2019).
5.5.5 Determinacao de nitrito

Na Figura 29, pode se verificar que o tratamento com maracuja alho (200 e 400
mg/kg) ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) nos teores de nitrito (11,09 £ 1,14 e 8,67
+ 0,51 uMol de nitrito/g tecido, respectivamente) em comparagdo com o grupo naive (10,63 +

1,05 uMol de nitrito/g tecido), veiculo (10,86 £ 1,73 uMol de nitrito/g tecido) e carbidopa/L-
DOPA (11,63 £ 1,14 uMol de nitrito/g tecido).
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Figura 29 — Determinacdo de nitrito no cérebro (corpo estriado) de ratos
Wistar induzidos ao Parkinson por rotenona e tratados com maracuja alho,
veiculo (agua) e carbidopa/L-DOPA
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Resultados expressos em média + E.P.M (grupo naive: n=6; demais grupos: n=10/grupo). Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05). Fonte: Software GraphPad Prism versdo 6.01
modificado pela autora (2019).

O estresse oxidativo esta associado a lesdo tecidual em processos patoldgicos e
reflete no aumento do nivel de espécies reativas de oxigénio que poderiam reagir com o nivel
de nitrito elevado e formar as espécies mais toxicas, como peroxinitrito, que poderia iniciar o
comprometimento mitocondrial e degeneracdo dos neurbnios (SINGH; DIKSHIT, 2007;
SINGH; JIALAL, 2006; MILLER et al., 2002).

Apos a inducdo do Parkinson por rotenona, 0s resultados obtidos nos testes
comportamentais ap0s 7, 14 e 20 dias de consumo de maracuja alho (doses de 200 e 400 mg/kg)
apresentaram algumas semelhangas com o tratamento com carbidopa/L-DOPA (medicamento
ja utilizado para tratamento da Doenca de Parkinson) e com o comportamento inicial dos
animais (antes da administracdo de rotenona), verificando a existéncia de um efeito benéfico
associado ao consumo de maracuja alho na reducéo dos efeitos neurotdxicos causados pela
rotenona.

Os testes comportamentais realizados permitiram indicar que o consumo de

maracuja alho (Passiflora tenuifila) provocou uma melhora na coordenacdo motora dos
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animais, sendo verificada pela movimentag&o dos animais nos testes do campo aberto (dose de
200 mg/kg), da corda para forga de preensdo (doses de 200 e 400 mg/kg) e nado forcado (dose
de 400 mg/kg). Além disso, o tratamento com maracuja alho nas doses de 200 e 400 mg/kg
provocou um aumento na concentragdo de dopamina no cérebro dos animais, sendo um
resultado relevante, uma vez que a Doenca de Parkinson é um distirbio neurodegenerativo e
0os medicamentos disponiveis no mercado, ndo regeneram 0s neurdnios dopaminérgicos
perdidos, nem produzem um tratamento bem-sucedido (RIJK et al., 2000), sendo importante o
surgimento de um tratamento alternativo para uma melhoria nos sintomas de parkinsonismo
(ARENAS, 2010).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que os frutos de
maracujd alho (Passiflora tenuifila Killip) apresentaram altos teores de fibra alimentar,
compostos fenolicos e atividade antioxidante. Através da andlise de RMN foram detectados a
presenca de acidos organicos, aclcares e aminoacidos e na andlise de UPLC foram
identificados, principalmente, acidos fenolicos e flavonoides.

O maracuja alho ndo apresentou efeitos toxicos relativos ao seu consumo agudo e
sub-crdnico (90 dias), sendo seguro para 0 consumo humano nas doses avaliadas.

A administracdo oral de maracuja alho nos testes experimentais in vivo demonstrou
um efeito funcional no SNC, apresentando uma atividade ansiolitica, sedativa,
anticonvulsivante e neuprotetora contra a degeneracdo dopaminérgica induzida pela rotenona
no modelo da Doenca de Parkinson, podendo fornecer uma alternativa terapéutica promissora
para pacientes com doencas neurologicas. Baseando-se nos dados obtidos neste estudo e na
literatura, pode-se relacionar esses efeitos funcionais com a presenca dos compostos
fitoquimicos identificados, como 0 GABA, antioxidantes e compostos fendlicos (flavonoides e
acidos fenolicos).

Com base nas observacg6es atuais, 0 maracuja alho € um fruto promissor e apresenta
um potencial significativo como alimento funcional, recomendando-se estender as pesquisas
para uma melhor compreensdo do seu papel no tratamento e/ou prevencdo de doencas
relacionadas ao SNC.

Além disso, sugere-se a realizacdo de estudos com a separacdo das partes do fruto
(casca, polpa e semente) e elaboracdo de extratos concentrados (com maiores teores de

compostos fendlicos e antioxidantes).
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