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RESUMO

O género Passiflora (Passifloraceae) ¢ utilizado principalmente para tratar doengas do SNC e cardiovasculares. A espécie
Passiflora nitida Kunth é comumente conhecida como “maracuji-do-mato”. A literatura relata o consumo in natura dos frutos
desta espécie pela populagio local para distirbios gastrointestinais. Considerando o potencial farmacolégico do género, este
trabalho teve por objetivo realizar estudo de caracterizagio fitoquimica desta espécie e estudar os efeitos dos extratos aquoso
(EA), etanélico (EE) e hexnico (EH) de suas folhas sobre a coagulacio sanguinea e agregacio plaquetdria. Para a caracterizagao
fitoquimica foram realizados testes de cromatografia em camada delgada e ressonincia magnética nuclear. O efeito dos
extratos sobre a coagulagio foi avaliado pelos testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa). O efeito sobre a agregacio plaquetdria foi avaliado em plasma rico em plaquetas por método espectrofotométrico,
usando adenosina difosfato (ADP) e adrenalina (ADR) como indutores da agregacio. Os extratos EA, EE e EH apresentaram
atividade coagulante pelo teste do TP e o EE apresentou atividade anticoagulante para o TTPa. Quando induzidos por ADD,
os extratos EA, EE e EH apresentaram valores de concentra¢io inibitéria 50% (CISO‘ pg/mL) de 450,5 + 50,7; 511,2+ 35,5 ¢
394,4 £ 8,9, respectivamente, ¢ quando induzidos por ADR apresentaram valores de 438,7 + 5,2; 21,0 + 1,9 € 546,9 + 49,9,
respectivamente. O EE apresentou atividade inibitdria sobre a agregagio. A caracterizagao fitoquimica foi sugestiva da presenca
de flavondides e cumarinas, aos quais podem ser atribuidos, em parte, os efeitos bioldgicos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Pzssiflora nitida, Coagulagio sanguinea, Agregacio plaquetdria.

Pharmacognostic study and in vitro activity on blood coagulation and
platelet aggregation of leaves of Passiflora nitida Kunth (Passifloraceae)

ABSTRACT

The Passiflora genus (Passifloraceae) is mainly used to treat CNS and cardiovascular diseases. The Passiflora nitida Kunth species
is commonly known as “maracujd-do-mato”. The literature reports the in natura consumption of fruits of this species by the
local population for gastrointestinal disorders. Considering the pharmacological potential of the genus, this work aimed to
carry out study of phytochemical characterization of this species and study the effects of the aqueous (AE), ethanol (EE) and
hexane (HE) extracts from its leaves on blood coagulation and platelet aggregation. Thin-layer chromatography and nuclear
magnetic resonance were carried out for the phytochemical characterization. The effect of the extracts on the coagulation
was evaluated by prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) tests. The effect on the platelet
aggregation was evaluated in platelet-rich plasma by spectrophotometric method, using adenosine diphosphate (ADP) and
adrenaline (ADR) as inducers of aggregation. The AE, EE and HE extracts showed coagulant activity by the PT test, and the
EE showed anticoagulant activity by the aPTT. When induced by ADP, the AE, EE and HE extracts showed 50% inhibitory
concentration values (Icso’ pg/mL) of 450.5 + 50.7, 511.2 + 35.5 and 394.4 + 8.9, respectively, and when induced by ADR
showed values of 438.7 £ 5.2, 21.0 + 1.9 and 546.9 + 49.9, respectively. The EE showed inhibitory effect on the aggregation.
The phytochemical characterization was suggestive of the presence of flavonoids and coumarins, which can be attributed in
part to the biological effects studied.

KEYWORDS: Passiflora nitida, Blood coagulation, Platelet aggregation.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sio empregadas na prevencio,
tratamento e cura de doengas como primeiro recurso medicinal
desde a antiguidade, tendo representado a base da terapéutica
durante muitos anos (Garcia et al., 1995; Silva e Cechinel-
Filho, 2002).

Passiflora nitida Kunth (Passifloraceae) é uma espécie da
flora amazénica conhecida popularmente como “maracujd-do-
mato”, que cresce espontaneamente na vegetacio secunddria,
beira de rios e estradas e seus frutos sio consumidos iz
natura e usados na medicina tradicional para tratar distiirbios
gastrointestinais. Esta espécie estd dispersa por todo o norte
da América do Sul e tem sido descrita como antioxidante e
como antimicrobiana, sendo outras propriedades terapéuticas
praticamente desconhecidas (Hopkins e Souza, 1999;
Moraes et al., 2002; Bendini et /., 2006; INPI, 2006;
IPGRI e CIRAD, 2006; Junqueira ez al., 2007). Estudos
j4 comprovaram propriedades farmacoldgicas em outras
espécies do género Passiflora, tais como ansiolitica, sedativa,
antiinflamatéria, antinociceptiva e antihipertensiva, as quais
foram relacionadas principalmente 4 presenca de compostos
flavonoidicos (Soulimani et /., 1997; Di Stasi et al., 2002;
Dhawan e Sharma, 2002, 2003; Dhawan et a/., 2004; Benincd
et al., 2007).

Distirbios da hemostasia sao frequentes na prética
médica e responsdveis por indmeras condicoes patoldgicas
(Pereira e Bogliolo, 2006). No tratamento e prevencio
das doengas cardiovasculares (DCV), que representam a
primeira causa de mortalidade no Brasil, a manutengio da
hemostasia, principalmente quanto 2 agregacio plaquetdria
¢ de importincia fundamental, uma vez que seu descontrole
¢ fator critico na trombose arterial, fato esse que pode causar
desordens com risco de vida, tais como ataques cardiacos,
angina instdvel e reoclusio apés angioplastia (Kim e Lee,

2000).

Estudos recentes sugerem efeitos benéficos dos flavondis,
flavonas e lignanas sobre DCV e t¢ém mostrado que algumas
flavonas atuam como um agente antiagregante, inibindo
a atividade da enzima COX de plaquetas humanas (Silva
et al., 2002; Arts e Hollman, 2005). Portanto, esforcos
considerdveis tém sido direcionados em torno da descoberta
¢ desenvolvimento de produtos naturais com atividade
coagulante/anticoagulante e antiagregante plaquetdria, entre
outros efeitos terapéuticos, mais eficazes e/ou com menos
efeitos colaterais, como alternativa para os sintéticos e cldssicos
agentes terapéuticos.

Tendo em vista o potencial terapéutico do género Passiflora
e o fato de nao haver relatos de trabalhos referentes ao seu
efeito sobre a coagulacio sanguinea e agregagio plaquetdria
e de haver pouca informacio sobre a espécie em estudo,
tipicamente amazdnica, foram realizados testes visando
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elucidar possiveis efeitos da P nitida sobre estas atividades,
bem como fitoquimicos.

MATERIAL E METODOS

REAGENTES

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram
utilizados 4dcidos, bases, sais, solventes e reagentes de pureza
analitica (PA.). Na espectrometria de ressonincia magnética
nuclear de 'H (RMN de 'H) foram utilizados dgua deuterada
(D,0) e tetrametilsilano (TMS). No teste farmacolégico de
coagulacio sanguinea (TP e TTPa) foram utilizados os kits
comerciais HemoStat Thromboplastin-SI e HemoStat aPTT-
EL (Human; Wiesbaden, Hessen, Alemanha), enquanto que
no teste de agregacio plaquetdria, os indutores adenosina
difosfato (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA) e
adrenalina (Chrono-log, Havertown, Pennsylvania, EUA).

OBTENGAOQ DA MATERIA-PRIMA VEGETAL (MPV)

As folhas de P nitida foram coletadas na comunidade
ribeirinha do Careiro-Castanho, municipio do Careiro no
Estado do Amazonas, nos meses de janeiro e fevereiro de
2007. A espécie do género Passiflora foi taxonomicamente
identificada com o auxilio do Herbdrio do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA), sendo comparada com a
exsicata de niimero 209547 da colecao armazenada.

As folhas de P nitida foram selecionadas, devidamente
limpas e secas em estufa com circulagio interna de ar a 40 °C
por um periodo de sete dias, até que apresentassem aspecto
quebradigo. Posteriormente, a amostra foi pulverizada em
moinho de facas, constituindo, entdo, a matéria-prima vegetal

(MPV) que foi utilizada.
OBTENGAO DOS EXTRATOS

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

Apés filtragoes, o solvente dos extratos EE e EH foram
evaporados em rotaevaporador, sob pressio reduzida e baixa
temperatura, enquanto o extrato EA foi liofilizado, gerando
os extratos brutos da planta, que foram utilizados nos ensaios
biolégicos.

TESTES FITOQUIMICOS
Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD emisilica gel foi realizada com pequenas aliquotas
dos extratos brutos EA, EE e EH das folhas de P nitida
solubilizadas em quantidade suficiente de metanol. Foram
utilizados como sistemas de elui¢io o acetato de etila/acetona

200 VOL. 40(1) 2010: 199 - 206 = CARVALHO et al.



ACTA
AMAZONICA

2:3, metanol puro e butanol/dcido acético/dgua (BAW)
4:0,5:0,5.

Apdsasaturacio das cubas com os eluentes, as cromatofolhas
de aluminio impregnadas com silica gel, contendo os extratos
EA, EE e EH recém-aplicados, foram eluidas. Apés eluicio, as
placas foram reveladas com reagentes especificos para deteccio
de substéncias sequestradoras de radicais livres e de compostos
fendlicos (Zweig e Sherma, 1987; Zuanazzi ¢ Montanha,
2007). As leituras foram efetuadas em cAmara escura sob luz
branca e UV nos comprimentos de onda A, e A, ., nm.

Espectrometria de ressonincia magnética nuclear de
'H (RMN de 'H)

O extrato bruto EE foi submetido 2 andlise por ressonincia
magnética nuclear (RMN) de 'H, sendo uma aliquota da
amostra dissolvida em 600 pL de dgua deuterada (D,0O).
Todos os espectros foram obtidos na frequéncia de 500 MHz
em espectrometro de RMN (Varian, modelo Inova 500, Palo
Alto, Canada, EUA). Os deslocamentos quimicos foram
obtidos em partes por milhdo (unidades de ), com relagao ao
tetrametilsilano (TMS), tomado como referéncia interna.

TESTES BIOLOGICOS

Coagulag¢io sanguinea

Os efeitos dos extratos EA, EE e EH das folhas de P. nitida
sobre a coagula¢io sanguinea foram avaliados em plasma pobre
em plaquetas (PPP) pelo método de Brown (1988) modificado
por Osoniyi e Onajobi (2003). Foram realizados os testes
de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa), utilizando-se coaguldmetro (Teco,
modelo Coatrom M1, Alemanha) e os kits comerciais
HemoStat Thromboplastin-SI e HemoStat aPTT-EL (Human,
Alemanha). Para o T, foram adicionados 96 pL de reagente
Thromboplastin-SI a 50 pL de PPP previamente incubado
com 4 pL dos respectivos extratos nas concentragdes de 50,
25 e 12,5 mg/mL. Para os testes de TTPa, foram adicionados
36 uL de CaCl, a 30 pL de PPP previamente incubado em
banho-maria com 30 pL de reagente HemoStat aPTT-EL e
4 pL dos respectivos extratos. Os valores dos testes obtidos
a partir da adicdo de extrato ao PPP foram comparados com

os resultados dos testes com os solventes, dimetilsulféxido
(DMSO) para os extratos EE ¢ EH e dgua Milli-Q para EA.

Agregacio plaquetdria

Os efeitos dos extratos EA, EE e EH sobre a agregagao
plaquetdria foram avaliados em plasma rico em plaquetas
(PRP) humano pelo método de Born e Cross (1963) com
adaptagdes, utilizando-se um agregdémetro de plaquetas
estabilizado na temperatura de 37 °C (Qualiterm, modelo
PA-04, Brasil). O PRP foi submetido aos agentes indutores de
agregacio plaquetdria adenosina difosfato (ADP) e adrenalina

Estudo farmacognastico e atividade in vitro sobre a
coagulagao sanguinea e agregagao plaguetdria das
folhas de Passiflora nitida Kunth (Passifloraceae)

(ADR), ambos na concentragio de 10 pmol/L, e em seguida,
uma curva de agregacio foi plotada. O PPP contendo o
diluente dos extratos foi utilizado como controle dos testes.
Brevemente, 485 puL de PRP foram individualmente incubadas
por 2 minutos com 5 pL dos extratos nas concentracoes de
50, 25 e 12,5 mg/mL, antes da adigio do agente indutor e
o efeito sobre a curva de agregacio foi monitorado por 5
min. A percentagem de inibicio foi dada pela férmula: 100 -
(agregagio da amostra / agregacio do controle) x 100. O efeito
inibitdrio dos extratos foi comparado com aqueles do 4cido
acetilsalicilico (AAS), por meio do cilculo da CI, utilizada
como parimetro para a avaliacio da atividade antiagregante

plaquetdria (MEKHFI ez 4l., 2004; KIM; LEE, 20006).

Os procedimentos seguidos estiveram de acordo com
os padroes éticos do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas - CEP/UFAM (processo
ntmero 038/20006).

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados obtidos foram analisados com o programa
SigmaStat (versio 3.5 para Windows; Systat Software, San
Jose, California, EUA), expressos como média + EPM e
apresentados na forma grafica por utilizacio do programa
Excel (Microsoft®; Seattle, Washington, EUA). A normalidade
foi verificada através do teste de Kolmogorov Smirnov e para
multiplas comparacoes, foi utilizada a andlise de variincia
com um tnico fator (ANOVA one way), complementada pelo
teste de Tukey. O nivel de significAncia considerado para os
testes foi P < 0,05. A determinagio da CL; do efeito sobre a
agregacio plaquetdria foi realizada pelo método de regressio
linear, usando o programa Origin® (versiao 8.0; Micronal
Software, Northampton, Massachusetts, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na CCD, os extratos brutos EA, EE e EH das folhas de

P nitida foram positivos para substincias sequestradoras de
radicais livres e compostos fenélicos (Zweig e Sherma, 1987;
Zuanazzi e Montanha, 2007).

Tabela 1 - Detecgéo da presenga de compostos fenolicos e de substéancias
sequestradoras de radical livre nos extratos brutos das folhas de Passiflora
nitida Kunth por reagentes especificos em CCD (Fonte: Zweig e Sherma, 1987,
Zuanazzi e Montanha, 2007)

Reagente EA! EE? EH3
DPPH (0,157 mg/mL) ++ ++ +
AICI, 1 % alcodlico o + +
NaOH 2 %, NH,0H, Na,C0, 0,2 % + + +
FeCl, 1 % alcodlico o + +
Folin-Ciocalteau + + +

1: EA = extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth;

2: EE = extrato etandlico das folhas de P, nitida Kunth;

3: EH = extrato hexanico das folhas de P nitida Kunth.

F— = positivo; ++ = branco, significando intensa atividade sequestradora de radicais
ivres.
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Uma vez que o extrato havia apresentado atividade  de agicar, como o J (constante de acoplamento) = 8 Hz,
sequestradora de radicais livres e revelou também a presenca  referente & configuracio f. Os sinais entre 5-5,2 ¢ 5,9-6,2
de substincias aromdticas, o mesmo foi entdo submetido &  ppm sio atribuidos a ligacoes duplas isoladas. Os sinais entre
andlise por RMN, usando D,0O (Figura 1). O sinal em ~4,6  6,7-6,9 € 7,6-8,3 ppm sio atribuidos a compostos aromdticos
ppm ¢ atribuido a hidrogénio ligado ao carbono anomérico  (Silverstein ez al., 2007).
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Figura 1 - Expansoes nas regioes entre: (A) &, 4,46-5,68 e (B) 5, 5,8-8,4 do espectro de RMN de H do extrato bruto etandlico (EE) das folhas de Passiflora
nitida Kunth (D,0, 500 MHz).
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Como apresentado na Tabela 2 quando examinados
pelo TR os extratos brutos EA, EE e EH das folhas de 2
nitida apresentaram atividade coagulante estatisticamente
significativa (P < 0,05). Os dados sugerem que essa atividade
seja devida 2 interferéncia dos extratos na via extrinseca da
coagulacio (fator VII). O extrato EE, por sua vez, apresentou
atividade anticoagulante (P < 0,05) no TTPa, o que sugere
que ele inibe um ou mais fatores da via intrinseca da
coagulacio (fatores VIII, IX, XI, XII). A atividade do extrato
EE sobre a coagulacio sanguinea estd em consonincia com
as propriedades farmacoldgicas de inibicido da coagulacio,
relatadas na literatura para flavonéides e cumarinas (Kuster e
Rocha, 2007; Zuanazzi e Montanha, 2007), sugestivamente
presentes na caracterizagio fitoquimica realizada neste

trabalho.

Uma possivel explicagio para o comportamento do
extrato EE, estaria no fato de o mesmo fator agir como um
procoagulante e como um anticoagulante sob condigées
diferentes. Por exemplo, foi comprovado que a trombina age
como um procoagulante ao clivar o fibrinogénio, promovendo
a formagao de um codgulo de fibrina. Mas, age como um
anticoagulante ao ativar a proteina C na presenga do co-fator
trombomodulina (Osoniyi e Onajobi, 2003; Kumar ez 4/,
2005; Pereira e Bogliolo, 2006). A atividade coagulante dos
extratos EA, EE e EH confirma, em parte, o uso popular
do género Passiflora contra picadas de cobra (Dhawan ez /.,
2004).

Os extratos também foram testados quanto ao efeito
sobre a agregacio plaquetdria. Os extratos EA, EE ¢ EH
apresentaram baixa atividade sobre a inibi¢ao da agregacao
induzida pelos agentes indutores de agregacio plaquetdria
ADP e ADR (Tabela 3). Os valores de CL apresentaram
uma atividade nio seletiva por agentes indutores de agregacao
(Tabela 4). A espécie estudada apresentou efeito inibitério

Estudo farmacognastico e atividade /n vitro sobre a
coagulagao sanguinea e agregagao plaguetéria das
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Tabela 2 - Efeitos de extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth
sobre a coagulagdo sanguinea

Concentragao (mg/mL)

Amostra P TTPa TP (s) TTPa (s)
Agua

Controle Mi?”_e 16902  380=40

EA! 13 2 15901 349=24
0,7 1 153 =02  381=10
03 0,5 16503  394+52

Controle DMSO 19505 598=19

EE2 13 2 78+07% 652+26
0,7 1 19601 704 + 3,0*
03 0,5 196+04 61312

EHe 13 2 86+07% 53511
0,7 1 192+02 518=1.1
0,3 0,5 200+03 529+05

0Os re25u7ltados foram expressos como média = erro padrao da média (EPM) com
n=2-7.

*P < 0,05 comparado com o controle (andlise de variéncia - ANOVA,
complementada pelo teste de Tukey).

1: EA = extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth;

2: EE = extrato etandlico das folhas de P, nitida Kunth;

3: EH = extrato hexanico das folhas de P nitida Kunth.

mais acentuado quanto ao extrato EE induzido por ADR
(CISO = 21,0 £ 1,9 pg/mL), quando comparado ao padrao
AAS (CL = 11,7 + 0,3 ug/mL).

A atividade antiagregante da P2 nitida pode ser atribuida, em
parte, & presenca de flavondides e cumarinas, sugestivamente
presentes na caracterizagio fitoquimica realizada para esta
espécie. Segundo a literatura, substincias dessas classes podem
inibir a agregacio plaquetdria (Kuster e Rocha, 2007; Zuanazzi
e Montanha, 2007).

A anilise dos extratos brutos EA, EE ¢ EH das folhas
de P nitida sugerem a presenga de constituintes ativos com
potencialidades para fins terapéuticos, como demonstrado nos

Tabela 3 - Efeitos de extratos brutos das folhas de Passiflora nitida Kunth sobre a agregagao plaquetaria induzida por ADP e ADR

i ADP (10 umol/L) ADR (10 umol/L)
Amostra Concentragdo (ng/mt) Agregacao (%) Inibigao (%) Agregacio (%) Inibigao (%)
Controle Agua Milii-Q 62,2 +1,8 - 847+58 -
EA" 500 nd. n.d. 255 = 0,5% 69,9 + 0,6
250 483+ 2,1 223+ 35 73,0 = 0,0 13,8 + 0,0
125 555 = 1,5 10,8 = 2.4 84,5+ 0,5 02 + 06
Controle DMSO 69,0 = 11 - 67,0 = 4,0 -
EE? 500 36,3 = 3,2% 473+ 46 4,0 = 40 38,8+ 59
250 36,5+ 1,5% 471 =22 46,5 = 2,5% 30,6 = 3,7
125 47,0 + 2,0% 31,9+ 29 51,5+ 0,5 231+ 0,8
Controle DMSO 72004 - 57,040 -
EH? 500 31,5+ 15 56,3 = 2,0 325+ 15 429+26
250 38,5 = 0,5* 465+ 0,7 425+15 254 + 26
125 56,5 = 0,5% 215+ 0,7 55,5 = 1,5 1826

Os resultados foram expressos como média + EPM com n = 2-5.
* P < 0,05 comparado com o controle (ANOVA, complementada pelo teste de Tukey).
0bs.: n.d.: nao determinado.

1: EA = extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth;
2: EE = extrato etandlico das folhas de P, nitida Kunth;
3: EH = extrato hexanico das folhas de P nitida Kunth.
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Tabela 4 - Valores de Cl,; dos extratos brutos das folhas de Passiflora nitida
Kunth na agregacao plaquetaria induzida pelos agentes indutores de agregagao
plaquetéaria ADP e ADR

Clyy (sg/mL)
Amostra ADP (0,4 mg/mL) ADR (10 umol/L)
EA? 450,5 = 50,7 438,7 = 5,2
EES 51,2 = 35,5 21,0 +19
EH¢ 3944 = 8,9 546,9 = 49,9
AASS 215 + 1,4 117 +03

Cada valor representa a média = EPM para trés experimentos (125, 250 e 500 pg/mL).
1: Cl,, = concentrago (ug/mL) exigida para produzir 50% de inibicao de agregagao
plaquetaria induzida pelos agentes indutores de agregacao plaquetdria ADP e ADR;

2: EA = extrato aquoso das folhas de Passiflora nitida Kunth;

3: EE = extrato etandlico das folhas de P, nitida Kunth;

4: EH = extrato hexanico das folhas de P nitida Kunth;

5: AAS = dcido acetilsalicilico.

métodos empregados. Os resultados aqui obtidos demonstram
outras possiveis aplicacoes para esta espécie. A literatura
reporta, essencialmente, as atividades gastrointestinal,
antimicrobiana e antioxidante. No entanto, neste trabalho,
foram observadas atividades sobre a coagulacio sanguinea e
sobre a agregacdo plaquetdria e, mesmo demonstrando baixa
expressividade, ¢ importante que sejam posteriormente melhor
investigadas. Os mecanismos exatos das atividades terapéuticas
dos extratos da P nitida ainda sio desconhecidos, devendo
estes estudos serem acrescidos de fracionamento, isolamento
e testes farmacoldgicos adicionais, visando A obtengio e
caracterizagio estrutural de principios ativos e elucidagio dos
mecanismos de ac¢do das atividades estudadas.

CONCLUSAO

Na caracterizagao fitoquimica das folhas de P nitida, os
compostos aromdticos destacaram-se como a classe majoritdria
de compostos quimicos, 2 qual podem ser atribuidos, em parte,
os efeitos bioldgicos estudados. Os extratos aquoso, etandlico
e hexinico das folhas de P nitida apresentam moderadas
atividades coagulante e/ou anticoagulante. O extrato etanélico
apresenta efeitos antiagregante plaquetdrio mais significativo.
As folhas de P nitida possuem constituintes ativos, com
potencialidades para fins terapéuticos e sio promissores para
futuros estudos, visando, por exemplo, o desenvolvimento de
formulagoes fitoterdpicas.
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