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RESUMO 

 

 Helicobacter pylori é, atualmente, reconhecido como o principal fator de risco para 

desenvolvimento da gastrite crônica e úlcera péptica. A resposta inflamatória decorrente da 

infecção por essa bactéria induz alterações patológicas no microambiente gástrico, com a 

liberação de citocinas e de grande quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) por 

células inflamatórias, especialmente neutrófilos, que contribuem para a injúria da mucosa e 

desenvolvimento de câncer gástrico. Neste trabalho, a citotoxicidade basal, atividade anti-H. 

pylori e antioxidante de extratos (apolares e polares), frações, mistura de triterpenos (-

amirina e -amirina) e compostos fenólicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, 

quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo e quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo) obtidos de 

plantas do Cerrado brasileiro, empregadas popularmente no tratamento de distúrbios 

gastrintestinais, foram determinadas pela técnica do vermelho neutro, microdiluição em caldo, 

redução do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) e quimiluminescência dependente de 

luminol, respectivamente. As preparações vegetais (extratos, frações e mistura de triterpenos) 

apresentaram baixo potencial citotóxico para a linhagem celular empregada (McCoy). Dentre 

os compostos fenólicos, quercetina (padrão comercial) e (+)-catequina apresentaram maior 

citotoxicidade quando comparadas aos extratos, frações e mistura de triterpenos. As espécies 

Byrsonima crassa (Malpighiaceae) e Davilla elliptica (Dilleniaceae) demonstraram maior 

potencial para o tratamento de doenças induzidas pelo H. pylori por proporcionarem maior 

atividade antibacteriana (concentração mínima inibitória = 1024 g/mL), entretanto frações 

enriquecidas e substâncias isoladas não foram conclusivas para o reconhecimento de grupos 

ou compostos que pudessem inferir a mesma capacidade de inibição do crescimento 

bacteriano que a obtida para os extratos. A atividade antioxidante in vitro, pelo teste do 

DPPH, não representou, necessariamente, o efeito desempenhado pelas preparações no 



 

sistema ex vivo (ensaio quimiluminescente). Anacardium humile (Anacardiaceae), Qualea 

multiflora e Qualea parviflora (Dilleniaceae), apesar de não apresentarem atividade anti-H. 

pylori, mostraram alta capacidade de sequestar e/ou inibir a produção de EROs induzidas por 

essa bactéria. Dentre os compostos fenólicos, galato de metila e quercetina foram os que 

apresentaram maior atividade antioxidante. Em decorrência do stress oxidativo mediado por 

neutrófilos estar envolvido na patogênese das doenças gástricas, nossos resultados 

demonstram o potencial antiulcerogênico de algumas plantas medicinais brasileiras, os quais 

são concordantes com dados etnofarmacológicos.  

 

Palavras chave: Helicobacter pylori; plantas medicinais; citotoxicidade; atividade 

antimicrobiana; atividade antioxidante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Helicobacter pylori is a bacterium recognized as the major cause of chronic gastritis 

and peptic ulcer. The H. pylori infection induces an inflammatory response and pathological 

changes in the gastric microenvironment. The host immune cells (especially neutrophils) 

release inflammatory mediators and large amounts of reactive oxygen species (ROS), which 

are related to an increased risk of developing gastric cancer. In this study, we evaluated the 

basal cytotoxicity, anti-H. pylori and antioxidant activities of extracts (apolar and polar), 

fractions, mixture of triterpenes (-amirin and -amirin) and phenolic compounds 

(amentoflavone, (+)-catechin, methyl gallate, quercetin 3-O--L-arabinopyranoside and 

quercetin-3-O--D-galactopyranoside) obtained from Brazilian Cerrado plants used to treat 

gastrointestinal disorders, by neutral red uptake assay, broth microdilution method, 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical and luminol-dependent chemiluminescence assays, 

respectively. A low basal cytotoxicity was showed by the vegetal preparations (extracts, 

fractions and mixture of triterpenes). Among the phenolic compounds tested, quercetin 

(commercial standard) and (+)-catechin demonstrated higher cytotoxicity as compared to 

extracts, fractions and mixture of triterpenes. The Byrsonima crassa (Malpighiaceae) and 

Davilla elliptica (Dilleniaceae) specie presented greater potential for the treatment of H. 

pylori-induced gastric pathologies, since they have better antibacterial activity (minimum 

inhibitory concentration = 1024 g/mL). However, fractions and isolated compounds were 

not conclusive to identify substances that could be accountable for the antimicrobial activity 

of the extracts. The antioxidant activity in vitro (DPPH assay) was not necessarily the same as 

those observed in the ex vivo assay (luminol-dependent chemiluminescence). Although the 

poor anti-H. pylori activity of Anacardium humile (Anacardiaceae), Qualea multiflora and 

Qualea parviflora (Dilleniaceae), these plants exhibited a high potential as ROS scavengers. 



 

Among the phenolic compounds, methyl gallate and quercetin presented better antioxidant 

activity. Since neutrophil-mediated oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of 

gastric diseases, these findings indicate the potential anti-ulcerative properties of some 

Brazilian medicinal plants in accordance with ethnopharmacological use. 

 

Keywords: Helicobacter pylori; medicinal plants; cytotoxicity; antimicrobial activity; 

antioxidant activity. 
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1.1. Plantas medicinais 

A medicina popular pode ser entendida como um conjunto de conhecimentos e 

práticas médicas que se desenvolvem numa dinâmica própria, com base no conhecimento 

empírico herdado dos antepassados, onde as plantas desempenhavam importante papel na 

preparação de medicamentos. Assim, o uso de espécies vegetais, com a finalidade de curar 

doenças, remonta ao início da civilização, a partir do momento em que o homem despertou 

sua consciência e começou a utilizar e modificar os recursos naturais para seu próprio 

benefício (Di STASI, 1995). 

A história do desenvolvimento das civilizações Oriental e Ocidental é rica em 

exemplos da utilização de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e como fonte 

de alimentos, merecendo destaque a civilização Egípcia, Greco-Romana e Chinesa. A 

medicina tradicional chinesa se desenvolveu com tal grandiosidade que, até hoje, muitas 

espécies vegetais e preparações de uso medicinal são estudadas, na tentativa de se descobrir 

novas substâncias ativas com atividades farmacológicas (VIEGAS et al., 2006). Enciclopédia 

da medicina tradicional chinesa, datada de 1977, lista mais de 5.500 fontes naturais, das quais 

82,8% são plantas, que constituem a base de mais de 100.000 prescrições (ZHU; 

WOERDENBAG, 1995; HOESSEL et al., 1999). 

No Brasil, desde os primeiros habitantes que aqui chegaram, têm-se relatos da 

utilização de plantas como fonte de alimentos e medicamentos. Contudo, as primeiras 

informações sobre os hábitos indígenas quanto ao uso de plantas para tratamento de doenças 

só começaram a ser propagadas com o início da colonização portuguesa (ALMEIDA et al., 

2008). Entre os anos de 1560 a 1580, os jesuítas descreveram em suas cartas, encaminhadas a 

Portugal, várias plantas comestíveis e medicinais do Brasil. O padre José de Anchieta relatou 

o emprego, pelos índios brasileiros, da hortelã pimenta (Mentha piperita) no tratamento de 

distúrbios digestivos, de doenças nervosas (ação calmante) e para aliviar nevralgias, bem 
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como, a ação emética da ipecacuanha ou ipeca (Psychotria ipecacuanha) e as propriedades 

anti-séptica, antiinflamatória e cicatrizante do óleo ou bálsamo copaíba (Copaifera sp) 

(CALAINHO, 2005; VEIGA Jr et al., 2005; ERVAS DO SÍTIO, 2009). Publicações recentes 

confirmam a atividade antiinflamatória da copaíba (RAMOS et al., 2006a; RAMOS et al., 

2006b). 

A prática milenar do uso de plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras e 

obstáculos durante o seu processo evolutivo e chegou, até os dias atuais, como fonte de 

recurso terapêutico empregado por grande parte da população de diferentes países (Di STASI, 

1995). De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 60% da população 

mundial faz uso de tratamentos ou medicamentos recomendados pela medicina popular, sendo 

esse índice ainda maior em países emergentes (WHO, 2000a; WHO, 2002a,b).  

Dentre os fatores que definem o emprego popular das plantas, nos cuidados com a 

saúde, destacam-se os altos preços dos medicamentos quimicamente definidos, a crença 

quanto à atividade terapêutica e ausência de efeitos colaterais das preparações vegetais por 

grande parte da população (RATES, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001; VIEIRA et al., 2007). 

Segundo a OMS, “o uso tradicional de plantas medicinais tem seus benefícios comprovados, 

mas precisa ser tratado com as mesmas precauções que as da medicina alopática tradicional” 

(Da SILVA, 2007; De FRANÇA et al., 2008). A literatura demonstra que metabólitos 

secundários isolados de plantas podem apresentar alta toxicidade como, por exemplo, os 

glicosídeos digitálicos isolados de plantas do gênero Digitalis (YUNES; CALIXTO, 2001; 

SIMÕES et al., 2003). 

A indústria de produtos fitoterápicos tem apresentado, em geral, um crescimento anual 

em seus lucros de 25% (FETROW; AVILA, 2000). Em muitos países o interesse da 

população pelas terapias naturais, incluindo o uso de plantas medicinais e medicamentos 

fitoterápicos, tem aumentado enormemente (WHO, 2000b; IGNATTI et al., 2006). 
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Publicações relatam que, nos últimos 25 anos, mais de 20% das prescrições dispensadas nos 

Estados Unidos estavam relacionadas a medicamentos que apresentam princípios ativos de 

origem natural ou semi-sintética, sendo a grande maioria procedente de plantas superiores 

(NEWMAN, et al., 2003; VIEGAS et al., 2006); em Cuba, a flora rica do país permite vasta 

tradição no uso de fitoterápicos (VIZOSO et al., 2000); na África do Sul, o uso medicinal de 

plantas movimenta vários setores da economia (VERSCHAEVE et al., 2004); na Alemanha, 

vários fitoterápicos já foram regulamentados, mantendo esse país como um dos maiores 

mercados mundiais de drogas de origem vegetal (FETROW; AVILA, 2000; ÉPOCA, 2004). 

No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o consumo de 

plantas medicinais, vendidas em feiras livres, e de medicamentos fitoterápicos 

comercializados em farmácias e drogarias, movimenta um mercado de 500 milhões de reais 

por ano (VIEIRA, 2007). De acordo com a Associação Brasileira das Empresas do Setor 

Fitoterápico, Suplemento Alimentar e de Promoção da Saúde (ABIFISA), antiga Associação 

Brasileira da Indústria Fitoterápica (ABIFITO), considerando toda a cadeia produtiva, o setor 

fitoterápico movimenta um bilhão de reais por ano e emprega mais de 100 mil pessoas no país 

(ABIFISA, 2008). Embora o Brasil seja um dos maiores consumidores mundiais de 

medicamentos, possua grande riqueza natural e um amplo patrimônio étnico-cultural, o 

mercado farmacêutico brasileiro ainda é dominado por multinacionais ou por indústrias de 

capital não majoritariamente nacional (LOPES, 2004; MARINHO, 2006).  

 

1.2. Flora do Cerrado brasileiro 

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo e, devido a sua dimensão 

continental e a grande variação geomorfológica e climática, abriga sete biomas, 49 

ecorregiões e um número incalculável de ecossistemas. Segundo o Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), os biomas brasileiros são: 
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Amazônia, Cerrado, Mata Atlântica, Caatinga, Pantanal, Costeiros e Campos Sulinos ou 

Pampas (Figura 1) (IBAMA, 2008; IBGE, 2008).  

 

 

Figura 1 - Biomas brasileiros 

(Fonte: IBAMA, 2008) 

 

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em área apenas pela 

Amazônia, ocupando 21% do território nacional. O termo Cerrado é comumente utilizado 

para designar o conjunto de ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galeria) que 

ocorre no Brasil Central (KLINK; MACHADO, 2005). 

A biodiversidade do Cerrado é elevada, porém ainda pouco explorada cientificamente. 

O número de plantas vasculares (vegetais superiores) é superior àquele encontrado na maioria 
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das regiões do mundo; plantas herbáceas, arbustivas, arbóreas e cipós somam mais de 7.000 

espécies (MENDONÇA et al., 1998). No Cerrado, 44% da flora é endêmica, sendo a mais 

diversificada savana tropical do mundo (KLINK; MACHADO, 2005). Em virtude da 

diversidade de espécies vegetais, esse bioma vem sendo atualmente utilizado como fonte de 

material vegetal para o estudo do potencial farmacológico de plantas, já utilizadas pela 

população, para o tratamento de diferentes doenças. 

Os estudos das plantas medicinais, principalmente a partir dos anos 80, tiveram uma 

reorientação, inclusive no Brasil, devido ao surgimento de novos métodos analíticos de alta 

tecnologia, os quais permitem isolar componentes presentes nas plantas mesmo que em baixas 

quantidades (LIRA, 2007). O desenvolvimento de bioensaios simplificados, novos métodos 

de screening, introdução de testes in vitro que mimetizam situações análogas in vivo, entre 

tanto outros, também determinaram o ressurgimento do interesse na investigação de produtos 

naturais, perdido durante a década de 60, como possível fonte de novos protótipos para 

indústria farmacêutica (YUNES et al., 2001; SCHENKEL et al., 2003). Em decorrência do 

progresso tecnológico alcançado por técnicas cromatográficas e de elucidação estrutural, a 

possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de espécies vegetais é, portanto, 

imensurável (GURBUZ et al., 2002). 

Atualmente, apesar do volume de publicações, sabe-se que a pesquisa envolvendo 

plantas medicinais é complexa e apresenta um caráter multidisciplinar, principalmente quando 

o objetivo é avaliar diferentes ações biológicas e farmacológicas, bem como isolar substâncias 

ativas úteis para a terapêutica (SOUZA-BRITO, 1996; MACIEL et al., 2002; FERREIRA, 

2005). Além da multidisciplinaridade, o sucesso das pesquisas com plantas depende da 

seleção adequada das espécies a serem estudadas. A escolha com base no conhecimento 

popular (etnofarmacologia) é importante devido ao acúmulo, muitas vezes milenar, de 

informações sobre o emprego de determinadas plantas no tratamento de doenças (HOLETZ et 
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al., 2002). Todavia, a seleção com base em pesquisas já publicadas, que descrevem o perfil 

fitoquímico e ações terapêuticas de um mesmo gênero ou família, pode aumentar a 

possibilidade de encontrar espécies com atividade farmacológica e isolar novas substâncias 

biologicamente ativas. 

Como mencionado, um grande número de plantas vasculares é relatado no Brasil 

Central, as quais estão incluídas em cerca de 150 famílias (MENDONÇA et al., 1998; 

MIRANDA et al., 2006). Estudo etnofarmacológico realizado no Cerrado demonstrou um 

grande número de espécies vegetais utilizada no tratamento de diferentes afecções, 

especialmente transtornos gastrintestinais, como gastrite e úlceras pépticas (gástricas e 

duodenais) (SILVA et al., 2000). Vários gêneros, empregados na medicina popular brasileira, 

tais como Alchornea (Euphorbiaceae), Anacardium (Anacardiaceae), Byrsonima 

(Malpighiaceae), Davilla (Dilleniaceae), Guapira (Nyctaginaceae), Mouriri 

(Melastomataceae), Qualea (Vochysiaceae), Strychnos (Loganiaceae), entre outros, vêm 

sendo analisados quanto ao perfil fitoquímico e diferentes atividades biológicas (anti-úlcera, 

antioxidante, analgésica, antiinflamatória, antimicrobiana, imunomodulatória, citotóxica, 

mutagênica e anti-mutagênica) dentro do Programa BIOTA/FAPESP (BIOTA/FAPESP, 

2003). 

Byrsonima crassa é conhecida popularmente como murici do cerrado ou murici 

vermelho e suas folhas e cascas são utilizadas na medicina popular no tratamento de infecções 

cutâneas, diarréias e disfunções gástricas, incluindo úlceras (SILVA et al., 2001; 

SANNOMIYA et al., 2003; SANNOMIYA et al., 2005a). Estudos fitoquímicos realizados 

com extratos e infusões dessa espécie demonstraram a presença de alguns compostos 

biologicamente ativos como quercetina-3-O-β-D-galactopiranosideo, quercetina-3-O-α-L-

arabinopiranosideo, amentoflavona, (+)-catequina e (-)-epicatequina (SANNOMIYA et al., 

2004; SANNOMIYA et al., 2005a; SANNOMIYA et al., 2005b). O potencial 
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antiulcerogênico de extrato metanólico (extrato MeOH) obtido de folhas de B. crassa foi 

relacionado à presença de flavonóides (SANNOMIYA et al., 2005a). Recente publicação, 

utilizando modelo de úlcera induzida por etanol (EtOH), ácido clorídrico/etanol (HCl/EtOH) e 

antiinflamatórios não esteroidais (AINES) em animais, demonstrou que o extrato MeOH de 

folhas de B. fagifolia (conhecida como murici do mato) acelerou a cicatrização da mucosa 

ulcerada e estimulando o processo proliferativo e a secreção de muco (LIMA et al., 2008). 

Dentre as espécies vegetais consumidas pela população, destaca-se Anacardium 

humile, conhecida popularmente como cajuí, caju do cerrado, cajuzinho do campo. A 

utilização dessa planta é bastante vasta: o fruto (pseudofruto) é usado na fabricação de sucos, 

doces e vinhos; na medicina popular é empregada no tratamento de manchas de pele (resina), 

em processos inflamatórios (casca), como purgativo (raiz) e antidiarréico (folha) (POTT; 

POTT, 1994; SERRA et al., 2003). O gênero Anacardium, além de flavonóides, sintetiza 

vários outros metabólitos secundários, como ácidos anacárdicos e taninos, compostos 

descritos em outras espécies vegetais que apresentam atividade antioxidante, anti-úlcera e 

antibacteriana (FUKAI et al., 2002; SERRA, et al., 2003; FUNATOGAWA, et al., 2004; 

TREVISAN, et al., 2006; KONAN; BACCHI, 2007). Em modelo animal, o extrato MeOH de 

folhas de A. humile demonstrou inibir lesões gástricas induzidas por EtOH absoluto e 

piroxicam (LUIZ-FERREIRA et al., 2008). 

Alcalóides, flavonóides e outros compostos fenólicos, além de terpenóides, são 

descritos em diferentes espécies do gênero Alchornea (EBI, 2001; URREA-BULLA et al., 

2004). A. glandulosa, árvore com cerca de 10 a 20 metros de altura, é popularmente 

conhecida como tapiá ou tamanqueiro (PASCOTTO, 2006). Esteróides, terpenóides, 

alcalóides e outros compostos fenólicos são encontrados nas folhas dessa espécie 

(CONEGERO et al., 2003). A fração acetato etila (AcOEt), obtida do extrato MeOH de folhas 

de A. glandulosa inibiu a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), óxido nítrico (NO) e 
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fator de necrose tumoral-alfa (TNF-) em macrófagos ativados, sugerindo o potencial 

antiinflamatório dessa espécie vegetal (LOPES et al., 2005). Estudos etnofarmacológicos 

reportam que algumas espécies do gênero Alchornea são popularmente empregadas no 

tratamento de doenças gástricas, incluindo úlceras (OSABEDE; OKOYE, 2003). O extrato 

MeOH obtido de folhas de A. glandulosa demonstrou reduzir, de maneira dose-dependente, 

lesões na mucosa gástrica de camundongos induzidas por EtOH absoluto (CALVO et al., 

2007). 

Davilla elliptica, conhecida popularmente como sambaibinha, lixinha, lixeirinha e 

cipó-caboclo, é encontrada em cerrados abertos. Informações etnofarmacológicas indicam que 

a infusão das partes aéreas de D. elliptica é usada para o tratamento de gastrites e outros 

distúrbios gastrintestinais (CALVO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2008). O extrato 

clorofórmico (extrato CHCl3) obtido de folhas desta espécie vegetal apresentou atividade 

contra Mycobacterium tuberculosis, além de estimular a liberação de H2O2, NO e TNF-, 

sugerindo uma atividade imunomodulatória (LOPES et al., 2007). 

A espécie Mouriri pusa, árvore que mede de 2 a 7 metros, é popularmente conhecida 

como puçá-preto ou jaboticaba-do-cerrado e apresenta frutos comestíveis bastante apreciados 

pela população nativa das diversas regiões de Cerrado (ANDREO et al., 2006). Poucos 

estudos descrevem as possíveis atividades biológicas dessa planta. O potencial 

antiulcerogênica do extrato MeOH de folhas de M. pusa foi evidenciado por Andreo et al. 

(2006), justificado pela presença de vários flavonóides e outros compostos polifenólicos, 

como taninos, presentes nessa espécie vegetal. 

Outra espécie típica do Cerrado brasileiro e que apresenta utilização em problemas 

estomacais é a Guapira noxia, conhecida como maria mole ou pau-mole, todavia poucos são 

os estudos químico-farmacológicos sobre essa espécie. Severi et al. (2006a) relatam a 

presença de flavonóides no extrato MeOH de folhas de G. noxia. 
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O gênero Qualea é constituído por árvores tropicais e distribuído em, 

aproximadamente, 200 espécies, das quais três são predominantes no Cerrado brasileiro: Q. 

grandiflora, Q. parviflora e Q. multiflora. As cascas, entrecascas e folhas de Q. grandiflora, 

popularmente conhecida como pau-terra, são usadas para limpeza de úlceras externas, com 

antiinflamatório e no tratamento de desordens gastrintestinais (POTT; POTT, 1994; 

ALMEIDA et al., 1998). Hiruma-Lima et al. (2006) relataram a presença de terpenóides, 

taninos, catequinas, quercetina e outros polifenóis no extrato alcoólico de cascas dessa 

espécie, o qual também apresentou atividade antiulcerogênica. 

Strychnos pseudoquina é uma árvore encontrada no Cerrado que geralmente alcança 

de 3 a 5 metros de altura, sendo conhecida popularmente por quina do Cerrado. Suas folhas 

são utilizadas, pela população, no tratamento de distúrbios gastrintestinais, com destaque para 

as úlceras gástricas. Alcalóides e flavonóides são descritos no perfil fitoquímico de S. 

pseudoquina. Estudo recente in vivo demonstrou que o extrato MeOH e a fração alcaloídica 

obtidos de suas folhas apresentam capacidade de proteger a mucosa gástrica das lesões 

induzidas por AINES e agentes ulcerogênicos necrotizantes como HCl/EtOH (Da SILVA et 

al., 2005). 

 

1.3. Helicobacter pylori e as úlceras pépticas 

Nas últimas décadas, o tratamento da úlcera péptica tem sido objetivo de várias 

pesquisas e extratos, frações e substâncias isoladas de plantas demonstram ser eficazes no 

tratamento dessa afecção (FUKAI et al., 2002; SANNOMIYA et al., 2005a; 

ZAYACHKIVSKA et al., 2005; BABINCOVÁ et al., 2008; FALCÃO et al., 2008; LUIZ-

FERREIRA et al., 2008). Essa doença foi considerada, por mais de um século, uma das 

principais causas de morbidade em diversas regiões do mundo (CHAN; LEUNG, 2002). Nos 

Estados Unidos, aproximadamente 4 milhões de pessoas apresentam úlcera péptica, sendo que 

B 



________________________________________________________________________                                                
                                                                                                                 

Introdução 

 

34

a cada ano 350 mil novos casos são relatados, 100 mil pacientes são hospitalizados e, pelo 

menos, 3 mil pessoas morrem em decorrência dessa enfermidade (KURATA, 1989; 

COTRAM, 1999). A úlcera duodenal ainda é, nos Estados Unidos, uma das doenças mais 

comuns que afeta o trato gastrintestinal (SHRESTHA; LAU, 2007). 

A prevalência da úlcera difere ao redor do mundo, sendo a úlcera duodenal 

predominante em países ocidentais e as úlceras gástricas mais frequentes na Ásia, 

especialmente no Japão (SCHWESINGER et al., 2001). Embora a incidência da doença 

ulcerosa péptica nos países ocidentais tenha declinado nas últimas décadas, até o início dos 

anos 90, pelo menos, um em cada dez americanos relatava ter úlcera gástrica ou duodenal 

diagnosticada clinicamente (SONNEMBERG; EVERHART, 1996). 

Há alguns anos acreditava-se que a gastrite crônica e úlceras pépticas fossem 

resultantes apenas do desequilíbrio entre a quantidade de muco no estômago, cuja função é 

proteger esse órgão da ação de enzimas digestivas, e a produção de suco gástrico (enzimas 

proteolíticas e ácido hidroclorídrico), associado ao uso de algumas drogas (especialmente 

AINES) ou, até mesmo, a hábitos alimentares inadequados. Nessas condições, um processo 

inflamatório era iniciado, podendo progredir para uma área ulcerada. O padrão de tratamento 

consistia em administrar medicamentos que inibiam a liberação dos ácidos associados a uma 

dieta alimentar para reduzir a irritação da mucosa estomacal (WALLACE; GRANGER, 1996; 

MAITY et al., 2003). 

Em fevereiro de 1994, o Consenso do Instituto Nacional de Saúde (National Institute 

of Health - NIH) concluiu que a maior causa de úlcera péptica era decorrente da infecção por 

Helicobacter pylori (Figura 2) e que todos os pacientes diagnosticados deveriam ser 

submetidos à terapia antimicrobiana (NIH, 1994; SALYERS; WHITT, 1994; FERNANDEZ, 

2004). Atualmente, estima-se que 50% da população mundial devam estar colonizadas pelo 

H. pylori, podendo ser esse percentual muito maior em países emergentes (Figura 3) 
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(AGOSTINHO, 2003; KUSTERS, 2006; CLYNE et al., 2007; THE Helicobacter 

FOUNDATION, 2009). 

 

   

Figura 2 - Micrografia eletrônica de varredura da bactéria Helicobacter pylori 

(Fonte: QUEENSLAND HEALTH, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Colonização por Helicobacter pylori no mundo 

   (Fonte: THE Helicobacter FOUNDATION, 2009) 

 

Os esquemas terapêuticos para tratamento de distúrbios gastrintestinais associados ao 

H. pylori preconizam a utilização de um regime multidroga, sendo os antimicrobianos de 

escolha a amoxicilina, claritromicina, furazolidona e metronidazol (CHATSUWAN; AMYES, 

1999; GONZALEZ et al., 2001; COELHO; ZATERKA, 2005). O aparecimento de cepas de 
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H. pylori resistentes à terapia antimicrobiana, principalmente aos imidazólicos (metronidazol) 

e macrolídeos (claritromicina), vem sendo um dos fatores responsáveis pelas falhas no 

tratamento (BOYANOVA, 1999; KANAMARU et al., 2001; FUNATOGAWA et al., 2004; 

KIM et al., 2009). O alto custo dos medicamentos também contribui para o insucesso da 

terapêutica. Segundo Agência Nacional de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde 

(ANVISA), apenas 20% dos pacientes diagnosticados com alguma doença adquirem os 

medicamentos necessários para o tratamento (SANTOS, 2001). 

Considerando que as terapias para erradicação do H. pylori podem ser ineficazes e que 

efeitos colaterais podem ocorrer, a pesquisa de novas drogas para terapias alternativas é de 

grande importância (STEGE et al., 2006). Diversos trabalhos demonstram que as plantas 

podem ser fontes de substâncias capazes de atuar contra o H. pylori (FABRY et al., 1996; 

YESILADA et al., 1999; ANKLI et al., 2002; SHIKOV et al., 2008). Annuk et al. (1999), 

Yoshida et al. (2000) e Funatogawa et al. (2004) associaram taninos à atividade anti-H. pylori 

das plantas por eles avaliadas; Beil et al. (1995), Bae et al. (1999) e Fukai et al. (2002) 

justificaram essa atividade decorrente da presença de flavonóides e Shirataki et al. (2001) 

devido a isoflavonas. 

Atualmente, uma nova preocupação relacionada à colonização do trato gastrintestinal 

pelo H. pylori é a sua associação com o desenvolvimento de câncer gástrico e linfoma de 

tecido linfóide associado à mucosa (FUKAI et al., 2002; FUNATOGAWA et al., 2004; 

YUEN et al., 2005). A resposta inflamatória decorrente da infecção pelo H. pylori induz 

alterações patológicas no microambiente gástrico, com a liberação de citocinas e grande 

quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs) pelas células inflamatórias, especialmente 

leucócitos polimorfonucleares neutrófilos (LPMNs), que podem contribuir para a 

carcinogênese (BAGCHI et al., 2002; CORREA, 2004; AREND et al., 2005; MATTHEWS; 

BUTLER, 2005; YUAN et al., 2006; AUGUSTO et al., 2007). O aumento da taxa de mitose 
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observado em células da mucosa gástrica colonizada por H. pylori eleva a possibilidade de 

erros espontâneos durante a replicação. A infecção por H. pylori também pode resultar na 

diminuição dos níveis de ácido ascórbico gástrico, um potente antioxidante que cuja redução 

pode contribuir para o risco de lesão do DNA decorrente da liberação intragástrica de EROs 

(KIM et al., 2005; ZHANG; FARTHING, 2005). 

Embora o organismo humano utilize o oxigênio e reações de oxidação para fins 

benéficos de geração de energia e destruição de microrganismos, alguns efeitos indesejáveis 

são atribuídos as EROs, especialmente, quando geradas em quantidades excessivas 

(ANDERSON; PHILLIPS, 1999; SOUZA et al., 2003; WANG, et al., 2006). A geração de 

EROs pelas células pode ser direcional ou constitutiva. Fagócitos, como neutrófilos, são 

produtores de EROs, incluindo o ânion superóxido (O2
-), H2O2, radical hidroxil (OH) e 

ácido hipocloroso (HOCl), que são importantes na destruição de microrganismos invasores, 

células tumorais e em outras atividades biológicas (RAMASARMA, 1990; BABIOR, 2000; 

BORUTAITE; BROWN, 2001). No entanto, as espécies reativas podem ser tóxicas para alvos 

intra e extracelulares, em procariotos e eucariotos, e sua excessiva produção pode acarretar 

injúria celular (RAMASARMA, 1990; HAMPTON et al., 1998; ALLEN et al., 2005; 

ALLEN, 2007). O HOCl, como as demais EROs, ataca uma ampla ordem de moléculas, como 

ácido nucléico e proteínas (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). 

Compostos com propriedade antioxidante protegem as células do dano ao DNA 

mediado pelas espécies reativas, que pode resultar em mutação e, subsequente, mutagênese 

(LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). Mecanismos de defesa antioxidantes limitam os níveis de 

EROs e substâncias antioxidantes podem inibir a produção ou capturar radicais livres e outros 

oxidantes, reduzindo a concentração de EROs (ARUOMA, 1996). Vários estudos 

demonstram o efeito gastroprotetor de algumas substâncias com atividade antioxidante 
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presente em plantas (GULCIN et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005a; ZAYACHKIVSKA 

et al., 2005). 

Vários métodos in vitro foram propostos para determinar a capacidade antioxidante em 

matrizes biológicas, componentes alimentares, extratos de plantas e substâncias químicas 

isoladas (HALLIWELL et al., 1995; MATLE et al., 2000; FENGLIN et al., 2004). A 

propriedade antioxidante de substâncias pode ser avaliada pela capacidade de sequestrarem 

radicais livres. O ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-

picril-hidrazila) é um teste que permite fazer uma avaliação indireta do potencial antioxidante 

de diferentes compostos (FENGLIN et al., 2004, NISHIZAWA et al., 2005). O DPPH é 

reduzido por substâncias que doam átomos de hidrogênio, tornando-se um composto estável, 

as quais estão associadas a propriedades antioxidantes (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al., 

2006). 

Pró-oxidantes e antioxidantes também podem ser estudados em sistemas biológicos 

através de ensaios que medem a produção de EROs, como, por exemplo, nos testes de 

quimiluminescência (YILDIZ; DEMIRYÜREK, 1998; PRIOR; CAO, 1999; TOMEI; 

SALVADOR, 2007). As técnicas quimiluminescentes são métodos sensíveis que permitem o 

monitoramento contínuo da produção de EROs, diferenciando estágios metabólicos através da 

utilização de diferentes sondas. Um antioxidante reduz ou não permite que EROs oxidem o 

substrato (sondas como luminol e lucigenina), resultando na diminuição da 

quimiluminescência do sistema (HIRAYAMA et al., 1997). 

Em decorrência do reconhecimento do H. pylori como a causa mais importante na 

gênese da úlcera péptica, associado ao potencial terapêutico atribuído a várias espécies 

vegetais brasileiras empregadas na medicina popular, a atividade anti-H. pylori, antioxidante, 

bem como o potencial citotóxico de plantas do Cerrado brasileiro, empregadas no tratamento 

de transtornos gastrintestinais e processos inflamatórios, foram avaliados neste estudo. 
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2.1. Objetivo geral 

Nosso trabalho propôs dar continuidade ao estudo integrado químico-farmacológico 

das plantas medicinais, constantes do Projeto Biota/Fapesp avaliando algumas atividades 

biológicas de espécies vegetais com potencial antiulcerogênico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a citotoxicidade basal, atividade anti-Helicobacter pylori e o potencial 

antioxidante de: 

1) extratos apolares e polares de espécies pertencentes aos gêneros Alchornea (A. 

glandulosa e A. triplinervia), Anacardium (A. humile), Byrsonima (B. basiloba, B. 

crassa e B. intermedia), Davilla (D. elliptica), Guapira (G. noxia), Mouriri (M. pusa), 

Qualea (Q. grandiflora, Q. multiflora e Q. parviflora) e Strychnos (S. pseudoquina); 

2) frações obtidas de B. crassa (fração aquosa e AcOEt), G. noxia (fração 

flavonóides/flavonoídica e saponinas) e S. pseudoquina (fração alcalóides/alcaloídica, 

intermediária e flavonóides/flavonoídica); 

3) mistura de triterpenóides (-amirina e -amirina) obtida de extrato apolar de B. crassa; 

4) compostos fenólicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, quercetina-3-O-

-L-arabinopiranosídeo, quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo) isolados do extrato 

polar de B. crassa e quercetina (padrão comercial). 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Espécies vegetais 

3.1.1. Etapa botânica 

As espécies estudadas, A. glandulosa, A. triplinervia, A. humile, B. basiloba, B. 

crassa, B. intermedia, D. elliptica, G. noxia, M. pusa, Q. grandiflora, Q. multiflora, Q. 

parviflora, S. pseudoquina, estão inseridas no projeto temático de bioprospecção, intitulado 

“Uso sustentável da biodiversidade brasileira: prospecção químico-farmacológica em plantas 

superiores da Mata Atlântica e do Cerrado”, coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, do 

Departamento de Química Orgânica, Instituto de Química de Araraquara, Universidade 

Estadual Paulista (UNESP) (Programa BIOTA/FAPESP - Processo: 02/05503-6). 

As folhas da A. glandulosa foram coletadas na Escola Superior de Agricultura “Luiz 

de Queiroz” (ESALQ-USP), município de Piracicaba, São Paulo, Brasil. A identificação foi 

realizada pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro e uma exsicata (número de voucher 132828) foi 

depositada no Herbário da Universidade de Campinas (UNICAMP). As folhas de A. 

triplinervia foram coletadas no Jardim Botânico do Instituto de Biociências da UNESP, 

município de Botucatu, São Paulo, Brasil e identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro. 

Uma exsicata de número 14873 foi depositada no Herbário “Irina Delanova Gemtchujnicov” 

da UNESP, Campus de Botucatu. 

As folhas de A. humile foram coletadas na rodovia Monte do Carmo, Porto Nacional, 

Tocantins, Brasil, e identificadas pelo Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos da Universidade do 

Tocantins (UNITINS), com o auxílio da Profa. Dra. Clélia A. Hiruma-Lima, do Instituto de 

Biociências de Botucatu (UNESP). Uma exsicata foi depositada no Herbário da UNITINS sob 

o número 1922. 

S. pseudoquina e B. crassa (folhas) foram coletadas no município de Porto Nacional, 

Tocantins, Brasil, e identificadas pelo Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos. Exsicatas foram 

depositadas no Herbário da UNITINS sob os números 3291 e 3377. As folhas de B. basiloba 
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e B. intermedia foram colhidas de plantas da região do município de Pratânia, São Paulo, 

Brasil e identificadas no Instituto de Biociências de Botucatu (UNESP). As exsicatas 

encontram-se depositadas no Herbário “Irina Delanova Gemtchujnicov” sob os números 

24163 e 24164, respectivamente. 

Folhas de D. elliptica e M. pusa foram coletadas em Porto Nacional e Brejinho de 

Nazaré, Tocantins, Brasil, e identificadas pela Profa. Dra. Solange de Fátima Lolis. Exsicatas 

foram depositadas no Herbário da Universidade Federal do Tocantins (UFT) sob os números 

4583 e 4548, respectivamente. 

As folhas de G. noxia foram coletadas na fazenda Palmeiras da Serra, município de 

Pratânia, São Paulo, Brasil. A coleta foi realizada por Clemente José Campos e Juliana Severi 

e seu registro de exsicata encontra-se depositado no Herbário da UNESP, Campus de 

Botucatu. 

As cascas de Q. grandiflora foram coletadas na estrada Pedro Afonso, Tocantins, 

Brasil; as cascas de Q. multiflora e Q. parviflora também foram coletadas no Estado de 

Tocantins. A identificação das espécies vegetais foi realizada pela Profa. Dra. Solange de 

Fátima Lolis, catalogadas com os números de exsicatas 4158, 3379 e 9226, respectivamente, e 

depositadas no Herbário da UNITINS. 

 

3.1.2. Etapa química 

 3.1.2.1. Obtenção dos extratos, frações e compostos isolados das espécies vegetais 

A obtenção dos extratos e frações foi de responsabilidade da equipe coordenada pelo 

Prof. Dr. Wagner Vilegas e encontra-se descrita em: Calvo et al. (2007) para A. glandulosa e 

A. triplinervia; Ferreira (2005) para A. humile; Lira et al. (2008) para B. basiloba; Sannomiya 

et al. (2004) e Cardoso et al. (2006) para B. crassa; Sannomiya et al. (2007) para B. 

intermedia; Michelin et al. (2005) para D. elliptica; Severi et al. (2006b) e Severi (2007) para 
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G. noxia; Andreo et al. (2006) para M. pusa; Nasser (2007) para Q. grandiflora, Q. multiflora 

e Q. parviflora; Da Silva et al. (2005) e Santos et al. (2006) para S. pseudoquina. 

Os compostos fenólicos, amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, quercetina-3-

O--L-arabinopiranosídeo, quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo, isolados do extrato 

MeOH de folhas de B. crassa (SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005a; 

SANNOMIYA et al., 2005c), foram cedidos por Miriam Sannomiya. A mistura de 

triterpenóides (-amirina e -amirina), obtida do extrato CHCl3 de folhas de B. crassa 

(HIGUCHI, et al., 2008), foi cedida pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas. O flavonóide quercetina 

foi adquirido da Sigma-Aldrich (Q-0125). 

Para realização dos ensaios, os extratos, frações, mistura de triterpenos e compostos 

isolados foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 50 mg/mL ou 

100 mg/mL e mantidos à -20ºC ao abrigo da luz. A procedência dos reagentes, preparo de 

meios e soluções estão descritos no APÊNDICE A. 

 

3.2. Atividade citotóxica 

3.2.1. Linhagem celular 

Linhagem celular McCoy B (ATCC 1696), adquirida do Instituto Adolfo Lutz, São 

Paulo, Brasil, foi mantida em meio Eagle adicionado de 7,5% de soro fetal bovino. As células 

McCoy B são fibroblastos (linhagem contínua) originados de camundongos. 

 

3.2.2. Determinação da citotoxicidade 

Duzentos microlitros de meio Eagle suplementado com 7,5% de soro fetal bovino, 

contendo 6 x 104 células McCoy/mL foram distribuídos em cavidades de microplacas (96 

wells), as quais foram incubadas por 24 horas a 35-37ºC. Posteriormente, o meio foi removido 

e diferentes concentrações (31,25 a 500 g/mL em meio Eagle) dos extratos, frações, mistura 
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de triterpenos e compostos foram adicionadas sobre o tapete celular. As placas foram 

reveladas pela técnica do vermelho neutro (VN) (BORENFREUND; PUERNER, 1985), após 

incubação por 24 horas. A leitura da absorvância foi realizada em espectrofotômetro 

multicanal (Spectra & Rainbow Readers da Tecan Austria), em comprimento de onda de 540 

nm e filtro de referência 620 nm (FRESHNEY, 1994). O índice citotóxico 50% (IC50), 

concentração do agente que reduz em 50% a absorvância espectrofotométrica, foi 

determinado. Os testes foram acompanhados de crescimento celular controle (na ausência dos 

extratos, frações, mistura de triterpenos ou compostos fenólicos) e controle de absorvância 

(extratos, frações, mistura de triterpenos ou compostos na ausência de células). Os testes 

foram realizados em triplicata e repetidos, no mínimo, três vezes. As curvas dose-efeito 

(concentração x absorvância) para determinação dos IC50 foram obtidas através de análise de 

regressão linear. A cisplatina (Tecnoplatin da Zodiac) substância citotóxica empregada em 

terapias antitumorais, foi utilizada como padrão de citotoxicidade. 

 

3.3. Atividade anti-Helicobacter pylori 

3.3.1. Antimicrobianos padrões 

Amoxicilina (Genix Indústria Farmacêutica Ltda, lote F406087) e metronidazol 

(Natural Pharma, lote W215279) foram solubilizados em DMSO para preparação de soluções 

a 50 mg/mL. A partir dessas soluções, foram preparadas as concentrações empregadas nos 

ensaios de atividade antimicrobiana. 

 

3.3.2. Microrganismo 

 Helicobacter pylori (cepa ATCC 43504), amoxicilina sensível (AmoxS) e 

metronidazol resistente (MtzR), foi semeado em placas contendo ágar Columbia, 
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suplementado com 10% de sangue de carneiro, incubadas por 72 horas a 36º-37ºC, em 

atmosfera contendo 10% de CO2.  

 

3.3.3. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 A avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos, frações, mistura de triterpenos e 

compostos fenólicos para H. pylori foi realizada através da técnica espectrofotométrica de 

microdiluição em caldo, após padronização (APÊNDICE B). 

 

3.3.3.1. Interferência do DMSO no crescimento de H. pylori 

Cavidades de microplaca (96 wells) foram preenchidas com 100 L de caldo Brain 

Heart Infusion (BHI), suplementado com 10% de soro fetal bovino, contendo concentrações 

variadas de DMSO (1 a 10 %) sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de uma 

suspensão de H. pylori (106 UFC/mL em caldo BHI). Leitura espectrofotométrica em 620 nm 

foi realizada e a microplaca incubada a 36º-37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2, por 72 

horas. Após incubação, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica foi 

realizada em mesmo comprimento de onda. As concentrações de DMSO que interferem no 

crescimento do H. pylori foram determinadas. Os testes foram realizados em triplicata e 

repetidos, no mínimo, três vezes. 

 

3.3.3.2. Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) de extratos, frações, 

mistura de triterpenos e compostos fenólicos para H. pylori 

 Cavidades de microplaca (96 wells) foram preenchidas com 100 L de caldo BHI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo diferentes concentrações (64 a 1024 

g/mL em caldo BHI) dos extratos, frações, mistura de triterpenos e compostos fenólicos 

sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de uma suspensão de H. pylori (106 UFC/mL 
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em caldo BHI contendo 10% de soro fetal bovino). Leitura espectrofotométrica em 620 nm 

foi realizada e a microplaca incubada a 36º-37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2, por 72 

horas. Após incubação, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica foi 

realizada em mesmo comprimento de onda. A primeira leitura teve por objetivo eliminar a 

absorvância inicial a ser descontada da leitura obtida após incubação, com a finalidade de 

computar somente o crescimento bacteriano. Os testes foram acompanhados de crescimento 

bacteriano controle (na ausência dos extratos, frações, mistura de triterpenos ou compostos 

fenólicos) e controle de absorvância (meio de cultura acrescido de diferentes concentrações 

dos extratos, frações, mistura de triterpenos ou compostos). A definição de CMI é reportada 

na padronização da técnica de microdiluição em caldo (APÊNDICE B). 

 

3.4. Atividade antioxidante 

3.4.1. Avaliação da capacidade sequestradora (ou redutora) de radical DPPH 

Solução de DPPH a 0,004% em MeOH foi utilizada neste ensaio espectrofotométrico. 

A cada 50 µL da amostra teste (extrato, frações, mistura de triterpenos e compostos fenólicos) 

em diversas concentrações (5 a 100 µg/mL em EtOH) foram adicionados 100 µL da solução 

de DPPH, sendo as absorvâncias determinadas a 540 nm em espectrofotômetro multicanal, 

após 30 minutos de reação a 25ºC. Solução de DPPH (100 µL) adicionada de 50µL de 

solução de DMSO em MeOH foi empregada como controle de máxima absorção. A equação 

utilizada para determinar a porcentagem de inibição (% ∆) é apresentada a seguir, onde Ao 

representa a absorvância do DPPH sem a adição das amostras (extratos, frações, mistura de 

triterpenos ou compostos fenólicos) e A corresponde a absorvância obtida na presença das 

amostras, após 30 minutos de reação (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al., 2006). 
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A concentração eficiente 50% (CE50), concentração do antioxidante necessária para 

reduzir em 50% a quantidade do radical DPPH em solução, foi determinada por análise de 

regressão linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos, no mínimo, três 

vezes e acompanhados dos antioxidantes controles: quercetina e trolox (análogo hidrossolúvel 

da vitamina E). 

 

3.4.2. Avaliação do burst oxidativo (respiratório) de LPMNs 

3.4.2.1. Indução de exsudato celular para obtenção de LPMNs 

 Solução (10 mL) de glicogênio de ostra a 0,5% (p/v) em NaCl a 0,85% (p/v) foi 

injetada, via intraperitoneal, em rato tipo Rattus norvegicus albinus (macho, 150-200 g). Após 

12 horas, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e a cavidade peritoneal lavada 

com 20 mL de tampão PBS Dulbecco’s (PBSD) sem cálcio, contendo 10 UI heparina/mL. A 

suspensão celular obtida foi lavada 2 vezes com PBSD sem cálcio (300 x g, 5 min, 4ºC) e 

ressuspendida no mesmo tampão. Em tubos siliconizados cônicos, com capacidade para 15 

mL, foram adicionados 5 mL de Histopaque densidade 1077 e, vagarosamente, o mesmo 

volume da suspensão celular. Os tubos foram centrifugados por 30 min a 800 x g, o sedimento 

lavado 3 vezes em tampão PBSD sem cálcio e ressuspendido na mesma solução tampão. Um 

pool de LPMNs, obtido de 3 animais diferentes, foi empregado em cada experimento. A 

execução dos ensaios utilizando animais recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas do Câmpus de Araraquara – UNESP 

(ANEXO). 

AO 
%    =  x 100 

AO – A_  
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3.4.2.2. Contagem total e diferencial de células em exsudato peritoneal 

 A contagem total de LPMNs foi realizada em câmara de Neubauer e a contagem 

diferencial após confecção de lâmina, em citocentrífuga e corada pelo método May-

Grünwald-Giemsa. Para a determinação do percentual de LPMNs presente na suspensão 

celular foram observadas 500 células por lâmina preparada. Suspensões contendo, no mínimo, 

90% do tipo celular desejado foram utilizadas nos ensaios. As células foram conservadas em 

banho de gelo até a realização dos experimentos. 

 

3.4.2.3. Viabilidade de LPMNs no período de tempo do ensaio quimiluminescente 

A viabilidade de LPMNs foi determinada utilizando a técnica colorimétrica do 

vermelho neutro. Tampão PBSD (100 L) contendo 4 x 106 células/mL foi distribuído em 

tubos tipo eppendorf, sobre o qual foram adicionados 100 L de solução de vermelho neutro 

(2 mg/mL em PBSD) no tempo inicial (t = 0) e final (t = 90 min), período de duração dos 

ensaios quimiluminescentes. Após incubação por 3 horas (37ºC) com solução de vermelho 

neutro, os tubos foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e 

adicionados 200 L de solução de ácido acético/etanol a 50% (1:10). Após homogeneização, 

100 L foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvância foi realizada em 

espectrofotômetro multicanal, comprimento de onda de 540 nm e filtro de referência 620 nm. 

Os testes foram realizados com um pool celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no 

mínimo, três vezes. 

 

3.4.2.4. Viabilidade dos LPMNs na presença dos extratos, frações e compostos fenólicos 

Tampão PBSD (100 L) contendo 4 x 106 células/mL foi distribuído em tubos tipo 

eppendorfs, sobre o qual foram adicionados 100 L de tampão PBSD contendo 200 g/mL 

dos extratos, frações ou compostos fenólicos. Após 90 minutos de incubação (37ºC), os tubos 
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foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e adicionados 200 L de 

solução de vermelho neutro (1 mg/mL em PBSD). Após incubação por 3 horas (37ºC), os 

eppendorfs foram novamente centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e 

adicionados 200 L de solução de ácido acético/etanol a 50% (1:10). Posteriormente, 100 L 

foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvância foi realizada em 

espectrofotômetro multicanal, comprimento de onda de 540 nm e filtro de referência 620 nm. 

Os ensaios foram acompanhados de controle positivo de viabilidade celular (LPMNs na 

ausência dos extratos, frações ou compostos fenólicos) e controle de absorvância (PBSD 

acrescido dos extratos, frações ou compostos fenólicos). Os testes foram realizados com um 

pool celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no mínimo, três vezes.  

 

3.4.2.5. Ensaios quimiluminescentes 

 As reações quimiluminescentes seguiram recomendações descritas por KITAGAWA 

et al. (2003) e GALICE et al. (2006), sendo realizadas em luminômetro BioOrbit modelo 

1251. O aparelho encontra-se interfaceado a um microcomputador e os resultados são 

processados através do software Multiuse versão 2.0. Os ensaios foram realizados sob 

orientação do Prof. Dr. Luiz Marcos da Fonseca, do Departamento de Análises Clínicas da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara, UNESP. 

 

3.4.2.5.1. Padronização da suspensão bacteriana 

Para realização do ensaio quimiluminescente, adicionou-se aos tubos de reação: 

tampão PBSD, suspensão celular (LPMNs 2 x 106 células/mL) e luminol (2 x 10-5 M). Após 

posicionamento dos tubos na câmara de leitura do luminômetro, a reação foi disparada através 

da adição do estímulo imunológico, zymosan 700 g/mL (estímulo controle) ou suspensão de 

H. pylori (0,15 - 0,3 UDO), utilizando dispensador externo, com volume final de 1 mL por 
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tubo. As reações foram realizadas à 37ºC e o burst oxidativo monitorado por um período de 

90 minutos. A intensidade máxima de emissão (IME) e a integral da cinética de emissão 

(ICE) foram determinadas no final da reação. Os testes foram realizados com um pool celular 

obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no mínimo, três vezes. 

 

3.4.2.5.2. Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presença dos extratos, 

frações e compostos fenólicos 

 Para avaliação do burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presença 

dos extratos, frações e compostos fenólicos, adicionou-se aos tubos de reação: tampão PBSD, 

suspensão celular (LPMNs 2 x 106 células/mL) e luminol (2 x 10-5 M). Após posicionamento 

dos tubos na câmara de leitura do luminômetro, a reação foi disparada através da adição de 

estímulo imunológico, zymosan 700 g/mL (estímulo controle) ou H. pylori (0,2 UDO), 

utilizando dispensador externo. Após 15 minutos (a 37ºC), foram adicionadas diferentes 

concentrações dos extratos, frações e compostos fenólicos aos tubos de reação, com volume 

final de 1 mL por tubo. O burst oxidativo foi monitorado por mais 75 minutos (a 37ºC). A 

IME e a ICE foram determinadas no final da reação. Os testes foram realizados com um pool 

celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no mínimo, três vezes.  

 

3.4.2.6. Cálculo da variação da quimiluminescência  

A variação da quimiluminescência (QL) expressa a IME e ICE após correção com a 

linha de base (células na ausência de estímulo ativador do burst oxidativo), sendo 

representada da seguinte forma: 

 

 

 



_____________________________________________________________________________________       
                                                                                                                                 
                                                                                                                                          Material e Métodos 

 

52

QLMáxima = IME das células estimuladas – IME das células na ausência de estímulo 

 

QLCinética = ICE das células estimuladas – ICE das células na ausência de estímulo 

 

3.5. Análise estatística 

A interpretação dos resultados foi realizada através de análise de variância (ANOVA), 

sendo 0,05 o nível de significância (LAPPONI, 1997). O IC50 e CE50 foram definidos através 

de análise de regressão linear com limite de confiança 95%. 
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4.1. Citotoxicidade dos extratos, frações, mistura de triterpenos e compostos fenólicos 

Os IC50 obtidos, através de análise de regressão linear, para os extratos apolares 

(extratos CHCl3 e diclorometano (DCM)) e polares (extratos MeOH) das plantas avaliadas 

são apresentados na Tabela 1. Os valores dos IC50 para as frações, mistura de triterpenos e 

compostos fenólicos isolados de B. crassa são apresentados nas Tabelas 2 e 3, 

respectivamente. Os altos valores de IC50 dos extratos e frações vegetais revelaram baixo 

poder citotóxico para a linhagem celular utilizada. A quercetina e a (+)-catequina 

apresentaram maior potencial citotóxico em relação aos extratos e frações, bem como para os 

demais compostos fenólicos e mistura de triterpenos. A curva dose-efeito de um extrato 

MeOH e de um composto fenólico, utilizada para determinação do IC50, é apresentada no 

APÊNDICE C. 
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Tabela 1 - Índice citotóxico 50% (IC50) de extratos CHCl3, DCM e MeOH para 

células McCoy 

IC50 (g/mL)1  

Espécie vegetal 

 
Extrato apolar 

(CHCl3 ou DCM) 

Extrato polar 

(MeOH) 

Alchornea glandulosa 226  8,0 295  6,0 

Alchornea triplinervia 298  8,5 286  5,0 

Anacardium humile2 263  5,5 275  6,0 

Byrsonima basiloba 228  4,7 366  8,1 

Byrsonima crassa 201  5,3 281  4,2 

Byrsonima intermedia 266  5,6 340  5,4 

Davilla elliptica 258  6,2 306  7,0 

Guapira noxia 313  7,3 239  5,2 

Mouriri pusa2 274  4,3 310  4,0 

Qualea grandiflora 238  3,9 254  4,3 

Qualea multiflora 263  4,5 267  5,3 

Qualea parviflora 239  5,8 255  6,0 

Strychnos pseudoquina2 336  4,8 375  3,9 

Cisplatina 41,9  0,5 

1Valor apresentado como média  desvio padrão; 2Extrato DCM 
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Tabela 2 - Índice citotóxico 50% (IC50) de frações de Byrsonima crassa, 

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina para células McCoy 

Espécie vegetal (fração) IC50 (g/mL)* 

Byrsonima crassa (aquosa) 413  7,5 

Byrsonima crassa (AcOEt) 308  5,5 

Guapira noxia (flavonoídica) 256  3,5 

Guapira noxia (saponinas) 253  3,2 

Strychnos pseudoquina (alcaloídica) 413  5,9 

Strychnos pseudoquina (intermediária) 378  4,1 

Strychnos pseudoquina (flavonoídica) 261  3,2 

Cisplatina 41,9  0,5 
*Valor apresentado como média  desvio padrão 

 

 

Tabela 3 - Índice citotóxico 50% (IC50) de compostos fenólicos e mistura 

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa para células 

McCoy 

Composto isolado ou mistura IC50 (g/mL)* 

Amentoflavona 366,0  6,4 

(+)-catequina 164,0  5,2 

Galato de Metila 297,0  7,5 

Quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo > 500,0 

Quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo > 500,0 

Triterpenóides (-amirina + -amirina) 292  7,3 

Quercetina 94,5  5,4 

Cisplatina 41,9  0,5 
*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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4.2. Atividade anti-H. pylori 

4.2.1. Interferência do DMSO no crescimento de H. pylori 

  A Figura 4 apresenta o efeito de diferentes concentrações de DMSO sobre o 

crescimento de H. pylori, após 72 horas de incubação. Na presença de 1,25% e 2,5% de 

DMSO o crescimento bacteriano foi 97,6 % + 8,0 e 93,2 % + 0,9, respectivamente. Para 

garantir que o DMSO utilizado para solubilizar as amostras não interferisse no crescimento do 

H. pylori, todos os ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados na 

presença de concentrações de DMSO não superiores a 1,25%. 
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Figura 4 - Efeito do DMSO sobre o crescimento de Helicobacte pylori 
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4.2.2. Determinação da CMI dos extratos, frações, mistura de triterpenos e compostos 

fenólicos para H. pylori 

 O efeito dos extratos CHCl3, DCM e MeOH na inibição do crescimento de H. pylori é 

apresentado nas Tabelas de 4 e 5. A CMI dos extratos CHCl3 e MeOH de B. crassa e extrato 

CHCl3 de D. elliptica foi de 1024 g/mL; para os demais extratos (apolares e polares) a maior 

concentração utilizada não inibiu o crescimento bacteriano (considerando redução na 

absorvância superior a 90%). Na concentração de 1024 g/mL, os extratos CHCl3 de A. 

glandulosa e B. intermedia inibiram o crescimento bacteriano em 69,7% e 87,1%, 

respectivamente. 

As frações flavonoídicas (Tabela 6) obtidas de G. noxia e S. pseudoquina 

apresentaram melhor atividade inibitória para H. pylori quando comparadas as demais frações 

avaliadas. Entretanto, a CMI não foi alcançada na maior concentração testada (1024 g/mL). 

Em relação aos compostos fenólicos, quercetina e amentoflavona inibiram o crescimento 

bacteriano em 47,4% e 43,5%, respectivamente, na concentração 1024 g/mL (Tabela 7). A 

mistura de triterpenos (-amirina e -amirina) inibiu o crescimento de H. pylori em 35,6% na 

maior concentração testada (Tabela 7). 

As curvas de crescimento de H. pylori na presença de diferentes concentrações dos 

extratos, frações, mistura de triterpernos e compostos fenólicos são apresentadas no 

APÊNDICE D. 
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Tabela 4 - Inibição do crescimento de Helicobacter pylori por extratos apolares (extratos 

CHCl3 e DCM) de diferentes espécies vegetais 

Inibição de crescimento (%)* 

Concentração (g/mL) 
Espécie vegetal 

(extrato apolar) 

64 128 256 512 1024 

Alchornea glandulosa 
(CHCl3) 

5,7 ± 0,5 6,6 ± 0,6 6,5 ± 0,5 9,1 ± 0,7 69,7 ± 1,2 

Alchornea triplinervia 
(CHCl3) 

2,1 ± 0,3 2,1 ± 0,3 4,3 ± 0,4 5,1 ± 0,4 4,3 ± 0,5 

Anacardium humile 
(DCM) 

0 ± 0,2 2,6 ± 0,1 2,6 ± 0,2 2,6 ± 0,2 3,0 ± 0,3 

Byrsonima basiloba 
(CHCl3) 

0 ± 0,3 1,4 ± 0,3 0 ± 0 0 ± 0 1,4 ± 0,5 

Byrsonima crassa 
(CHCl3) 

34,7 ± 2,0 39,4 ± 2,2 50,2 ± 2,7 78,4 ± 2,4 98,6 ± 2,1 

Byrsonima intermedia 
(CHCl3) 

11,9 ± 0,5 21,9 ± 0,6 36,7 ± 0,8 60,5 ± 2,1 87,1 ± 2,2 

Davilla elliptica 
(CHCl3) 

0 ± 0,5 7,2 ± 0,3 10,1 ± 0,4 46,4 ± 1,0 97,6 ± 2,2 

Guapira noxia 
(CHCl3) 

0,5 ± 0 3,0 ± 0,5 3,0 ± 0,3 3,2 ± 0,3 3,0 ± 0,4 

Mouriri pusa 
(DCM) 

34,6 ± 0,6 34,1 ± 0,5 32,9 ± 0,7 32,9 ± 0,7 34,2 ± 0,5 

Qualea grandiflora 
(CHCl3) 

0 ± 0,3 1,3 ± 0,2 2,6 ± 0,2 3,9 ± 0,4 3,9 ± 0,2 

Qualea multiflora 
(CHCl3) 

0 ± 0 1,4 ± 0,3 0 ± 0,3 0 ± 0,4 0 ± 0,4 

Qualea parviflora 
(CHCl3) 

7,2 ± 0,2 7,2 ± 0,3 8,7 ± 0,2 8,7 ± 0,1 8,7 ± 0,2 

Strychnos pseudoquina 
(DCM) 

5,2 ± 0,4 6,4 ± 0,6 7,7 ± 0,5 7,7 ± 0,5 7,7 ± 0,4 

*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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Tabela 5 - Inibição do crescimento de Helicobacter pylori por extratos polares (extratos 

MeOH) de diferentes espécies vegetais 

Inibição de crescimento (%)* 

Concentração (g/mL) 
Espécie vegetal 

(extrato polar) 

64 128 256 512 1024 

Alchornea glandulosa 1,3 ± 0,5 6,7 ± 0,3 8,0 ± 0,4 8,0 ± 0,2 8,0 ± 0,5 

Alchornea triplinervia 6,8 ± 0,3 8,0 ± 0,4 10,2 ± 0,4 10,2 ± 0,4 10,2 ± 0,6 

Anacardium humile 0 ± 0,1 2,2 ± 0,2 6,0 ± 0,2 20,6 ± 0,6 22,8 ± 0,5 

Byrsonima basiloba 0 ± 0,2 0 ± 0,3 2,8 ± 0 5,2 ± 0,2 5,6 ± 0,2 

Byrsonima crassa 18,6 ± 0,5 22,9 ± 0,6 27,1 ± 0,7 40,0 ± 1,1 92,9 ± 0,5 

Byrsonima intermedia 7,8 ± 0,2 9,2 ± 0,4 13,6 ± 0,8 17,5 ± 1,1 50,0 ± 0,9 

Davilla elliptica 1,4 ± 0,5 4,2 ± 0,3 6,9 ± 0,4 11,4 ± 1,0 42,6 ± 1,2 

Guapira noxia 15,1 ± 0,6 15,9 ± 0,5 16,1 ± 0,6 16,0 ± 0,4 16,1 ± 0,5 

Mouriri pusa 21,1 ± 0,4 21,5 ± 0,4 22,8 ± 0,3 21,5 ± 0,4 27,0 ± 0,6 

Qualea grandiflora 0,8 ± 0,3 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,4 1,3 ± 0,3 2,6 ± 0,4 

Qualea multiflora 0 ± 0 0 ± 0,1 0 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,1 

Qualea parviflora 9,3 ± 0,2 8,8 ± 0,5 8,9 ± 0,4 8,8 ± 0,5 8,8 ± 0,4 

Strychnos pseudoquina 2,7 ± 0,3 7,1 ± 0,4 8,0 ± 0,5 8,0 ± 0,3 8,0 ± 0,6 

*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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Tabela 6 - Inibição do crescimento de Helicobacter pylori por frações de Byrsonima crassa, 

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina 

Inibição de crescimento (%)* 

Concentração (g/mL) 
Espécie vegetal 

(fração) 

64 128 256 512 1024 

Byrsonima crassa 

(aquosa) 
0 ± 0,2 0 ± 0,3 0 ± 0,4 0 ± 0,2 0,9 ± 0,3 

Byrsonima crassa 

(AcOEt) 
5,1 ± 0,3 11,5 ± 0,5 11,5 ± 0,4 11,6 ± 0,4 13,2 ± 0,5 

Guapira noxia 
(flavonoídica) 4,7 ± 2,0 10,3 ± 0,5 12,0 ± 0,7 12,8 ± 0,4 19,6 ± 0,8 

Guapira noxia 
(saponinas) 10,3 ± 0,5 10,4 ± 0,6 10,8 ± 0,5 11,6 ± 0,6 11,7 ± 0,2 

Strychnos pseudoquina 
(alcaloídica) 0 ± 0,3 0 ± 0,3 0 ± 0,2 0 ± 0,1 0 ± 0,3 

Strychnos pseudoquina 

(intermediária) 
1,3 ± 0,4 3,9 ± 0,3 3,1 ± 0,3 4,4 ± 0,3 5,7 ± 0,2 

Strychnos pseudoquina 

(flavonoídica) 
12,2 ± 0,4 15,6 ± 0,5 20,7 ± 0,3 20,3 ± 0,5 24,1 ± 0,5 

*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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Tabela 7 - Inibição do crescimento de Helicobacter pylori por compostos fenólicos e mistura 

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa 

Inibição de crescimento (%)* 

Concentração (g/mL) 
Composto isolado 

ou mistura 
64 128 256 512 1024 

Amentoflavona 1,5 ± 0,3 4,3 ± 0,4 15,5 ± 0,6 15,9 ± 0,4 43,5 ± 0,6 

(+)-catequina 1,5 ± 0,2 8,8 ± 0,6 8,8 ± 0,4 10,3 ± 0,4 10,3 ± 0,5 

Galato de metila 5,8 ± 0,2 5,8 ± 0,4 7,3 ± 0,5 7,3 ± 0,3 7,4 ± 0,8 

Quercetina-3-O--L-

arabinopiranosídeo 
8,2 ± 0,3 16,4 ± 0,4 17,4 ± 0,3 17,4 ± 0,6 17,8 ± 0,4 

Quercetina-3-O--D-

galactopiranosídeo 
3,0 ± 0,6 3,5 ± 0,5 6,0 ± 0,6 9,7 ± 0,7 9,8 ± 0,7 

Triterpenóides 

(-amirina + -amirina) 
2,7 ± 0,3 16,4 ± 0,5 22,4 ± 0,6 28,8 ± 0,4 35,6 ± 0,7 

Quercetina 7,9 ± 0,5 15,0 ± 0,8 17,4 ± 0,5 21,6 ± 0,8 47,4 ± 0,5 

*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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4.3. Atividade antioxidante 

4.3.1. Capacidade sequestradora de radical DPPH 

 Os resultados demonstraram que extratos apolares (Tabela 8) apresentam menor 

capacidade sequestradora do radical DPPH que extratos polares (Tabela 9). A atividade 

antioxidante dos extratos MeOH de A. humile, B crassa e Q. parviflora foi comparável a 

obtida para os controles (quercetina e trolox). As Tabelas 10 e 11 apresentam a porcentagem 

de redução do DPPH pelas frações, mistura de triterpenos e compostos fenólicos. Dentre as 

frações avaliadas, a aquosa e AcOEt de B. crassa e a fração flavonoídica de G. noxia 

mostraram os menores valores de CE50. Ao contrário dos triterpenos, todos os compostos 

fenólicos apresentaram potencial antioxidante dose-dependente pela técnica de redução do 

radical DPPH. 

No APÊNDICE E são exemplificados um gráfico onde foi possível estabelecer uma 

reta de regressão linear para determinação da CE50 e outro onde não foi possível estabelecer 

essa regressão. 

A Porcentagem de redução do radical DPPH dos extratos apolares e polares, frações, 

mistura de triterpenos e compostos fenólicos também é apresentada na forma de gráficos no 

APÊNDICE F. 
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Tabela 8 - Redução do radical DPPH e concentração eficiente 50% (CE50) dos extratos apolares (CHCl3 e DCM) de diferentes espécies vegetais 

Redução do DPPH (%)1 

Concentração (µg/mL) Espécie vegetal 

(extrato apolar) 
5 10 20 40 50 80 100 CE50 

Alchornea glandulosa 8,6 ± 0,2 9,1 ± 0,2 13,1 ± 0,8 14,3 ± 0,8 17,5 ± 0,6 21,2 ± 0,4 22,9 ± 0,6 ND2 

Alchornea triplinervia 1,7 ± 0,1 6,7 ± 0,3 13,0 ± 0,7 29,3 ± 0,7 34,7 ± 0,8 47,1 ± 0,8 49 ± 1,2 ~ 100 
Anacardium humile3 5,2 ± 0,3 5,2 ± 0,3 6,6 ± 0,5 6,0 ± 0,3 7,4 ± 0,3 16,6 ± 0,5 19,6 ± 1,3 ND2 

Byrsonima basiloba 4,2 ± 0,5 8,7 ± 0,5 12,1 ± 0,5 24,7 ± 0,2 31,3 ± 0,5 45,1 ± 0,8 54,2 ± 1,5 89,6 
Byrsonima crassa  0 ± 0,2 0 ± 0,3 0 ± 0,4 3,8 ± 0,2 3,3 ± 0,3 7,8 ± 0,3 9,6 ± 0,8 ND2 

Byrsonima intermedia  0 ± 0,3 0 ± 0,1 1,0 ± 0,2 2,9 ± 0,3 3,5 ± 0,2 7,1 ± 0,5 8,3 ± 0,6 ND2 

Davilla elliptica  0 ± 0,4 0 ± 0,4 0 ± 0,3 0 ± 0,3 0 ± 0,5 5,3 ± 0,2 4,2 ± 0,3 ND2 

Guapira noxia  0 ± 0,2 0 ± 0,2 1,4 ± 0,3 3,9 ± 0,4 4,0 ± 0,3 10,0 ± 0,8 11,0 ± 0,5 ND2 

Mouriri pusa3 1,9 ± 0,5 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,3 2,9 ± 0,4 2,9 ± 0,3 5,2 ± 0,3 7,4 ± 0,5 ND2 

Qualea grandiflora  0 ± 0,2 1,4 ± 0,3 3,8 ± 0,4 5,0 ± 0,3 6,9 ± 0,5 11,2 ± 0,5 12,1 ± 0,6 ND2 

Qualea multiflora 0 ± 0,4 0 ± 0,3 0 ± 0,4 2,1 ± 0,2 3,3 ± 0,6 9,3 ± 0,5 12,1 ± 0,6 ND2 

Qualea parviflora 0,3 ± 0,1 2,3 ± 0,1 2,2 ± 0,5 6,4 ± 0,5 7,4 ± 0,5 10,3 ± 0,7 15,8 ± 0,4 ND2 

Strychnos pseudoquina3 6,7 ± 0,4 9,3 ± 0,4 7,9 ± 0,3 6,6 ± 0,4 5,4 ± 0,4 5,9 ± 0,3 6,9 ± 0,3 ND2 

Quercetina (controle) 94,6 ± 1,1 97,2 ± 0,9 96,9 ± 1,8 97,2 ± 1,8 96,9 ± 1,5 97,4 ± 1,5 97,0 ± 1,7 < 5 
Trolox (controle) 80,4 ± 1,5 98,0 ± 1,5 97,7 ± 1,4 98,3 ± 2,1 98,4 ± 1,9 98,6 ± 1,4 98,4 ± 1,8 < 5 
1Valor apresentado como média  desvio padrão; 2ND (não determinado), a máxima concentração do extrato testada não foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical 
DPPH na mistura reacional; 3Extrato DCM 
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Tabela 9 - Redução do radical DPPH e concentração eficiente 50% (CE50) de extratos polares (MeOH) de diferentes espécies vegetais 

Redução do DPPH (%)* 

Concentração (µg/mL) Espécie vegetal 

(extrato polar) 
5 10 20 40 50 80 100 CE50 

Alchornea glandulosa 28,5 ± 0,8 50,3 ± 0,4 72,4 ± 0,9 78,3 ± 1,1 80,1 ± 0,9 80,6 ± 0,9 83,8 ± 1,2 10,0 
Alchornea triplinervia 46,0 ± 0,4 67,2 ± 0,5 77,4 ± 0,9 79,8 ± 1,0 76,9 ± 0,9 79,6 ± 0,7 78,5 ± 1,0 5,9 
Anacardium humile 59,4 ± 0,7 73,2 ± 1,2 74,3 ± 0,5 74,1 ± 0,9 73,7 ± 0,8 73,4 ± 1,0 73,7 ± 1,3 < 5,0 
Byrsonima basiloba 22,6 ± 0,6 42,1 ± 1,1 64,8 ± 0,6 73,4 ± 0,8 73,2 ± 0,7 74,2 ± 1,0 74,6 ± 0,9 14,2 
Byrsonima crassa 61,9 ± 1,2 81,9 ± 1,5 85,2 ± 1,1 86,4 ± 0,9 85,9 ± 0,7 86,3 ± 1,2 86,2 ± 0,6 < 5,0 
Byrsonima intermedia 27,0 ± 1,3 47,1 ± 1,1 73,1 ± 1,0 76,3 ± 0,9 77,7 ± 1,2 77,8 ± 1,3 78,0 ± 0,6 12,0 
Davilla elliptica 36,0 ± 0,7 59,7 ± 0,8 76,3 ± 1,1 76,9 ± 1,1 77,0 ± 1,1 77,1 ± 0,9 77,8 ± 0,7 8,8 
Guapira noxia 8,9 ± 0,5 16,0 ± 0,7 27,8 ± 0,7 50,7 ± 0,5 58,6 ± 1,0 80,8 ± 0,8 85,3 ± 0,9 40,0 
Mouriri pusa 39,9 ± 0,7 57,4 ± 0,8 59,6 ± 0,8 63,0 ± 0,6 64,2 ± 0,5 67,5 ± 0,5 67,1 ± 0,8 7,9 
Qualea grandiflora 34,5 ± 0,8 62,5 ± 0,8 77,5 ± 0,5 80,1 ± 1,2 80,0 ± 0,9 80,5 ± 0,4 81,5 ± 0,9 8,6 
Qualea multiflora 50,9 ± 1,1 72,7 ± 1,1 74,6 ± 0,7 77,4 ± 1,3 78,6 ± 0,9 81,3 ± 0,7 80,7 ± 0,7 5,0 
Qualea parviflora 53,0 ± 0,7 71,7 ± 1,2 74,1 ± 1,0 77,0 ± 1,0 78,8 ± 1,0 81,3 ± 0,9 81,2 ± 1,0 < 5,0 
Strychnos pseudoquina 1,0 ± 0,3 7,2 ± 0,7 11,6 ± 0,5 19,9 ± 0,9 24,8 ± 0,8 35,5 ± 0,9 43,4 ± 0,5 113,2 
Quercetina (controle) 94,6 ± 1,1 97,2 ± 0,9 96,9 ± 1,8 97,2 ± 1,8 96,9 ± 1,5 97,4 ± 1,5 97,0 ± 1,7 < 5 
Trolox (controle) 80,4 ± 1,5 98,0 ± 1,5 97,7 ± 1,4 98,3 ± 2,1 98,4 ± 1,9 98,6 ± 1,4 98,4 ± 1,8 < 5 
*Valor apresentado como média  desvio padrão 
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Tabela 10 - Redução do radical DPPH e concentração eficiente 50% (CE50) de frações de Byrsonima crassa, Guapira noxia e Strychnos 

pseudoquina 

Redução do DPPH (%)1 

Concentração (µg/mL) Espécie vegetal 

(fração) 
5 10 20 40 50 80 100 CE50 

Byrsonima crassa 
(aquosa) 

26,0 ± 0,5 47,8 ± 0,6 66,5 ± 0,9 88,6 ± 0,9 91,2 ± 1,1 91,4 ± 1,0 91,9 ± 1,3 13,0 

Byrsonima crassa 
(AcOEt) 

13,8 ± 0,2 28,4 ± 0,5 50,2 ± 0,6 81,2 ± 1,0 82,8 ± 1,1 90,4 ± 0,8 90,8 ± 0,9 19,8 

Guapira noxia 
(flavonoídica) 

11,1 ± 0,3 27,6 ± 0,7 52,1 ± 0,7 85,0 ± 0,9 91,7 ± 1,3 93,5 ± 1,2 93,2 ± 1,3 19,0 

Guapira noxia 
(saponinas) 

5,7 ± 0,5 13,2 ± 0,4 36,1 ± 0,6 64,9 ± 0,9 83,6 ± 0,8 92,9 ± 0,9 93,3 ± 1,0 34,8 

Strychnos pseudoquina 
(alcaloídica) 

4,8 ± 0,2 6,2 ± 0,5 7,1 ± 0,6 10,0 ± 1,0 11,4 ± 1,1 17,8 ± 0,9 14,2 ± 1,1 ND2 

Strychnos pseudoquina 
(intermediária) 

2,4 ± 0,2 2,5 ± 0,5 2,2 ± 0,4 3,2 ± 0,3 5,0 ± 0,6 7,2 ± 0,6 10,6 ± 0,5 ND2 

Strychnos pseudoquina 
(flavonoídica) 

6,7 ± 0,5 14,1 ± 0,7 27,7 ± 0,5 48,0 ± 0,8 58,2 ± 0,9 78,0 ± 1,3 80,4 ± 1,2 45,0 

Quercetina (controle) 94,6 ± 1,1 97,2 ± 0,9 96,9 ± 1,8 97,2 ± 1,8 96,9 ± 1,5 97,4 ± 1,5 97,0 ± 1,7 < 5 
Trolox (controle) 80,4 ± 1,5 98,0 ± 1,5 97,7 ± 1,4 98,3 ± 2,1 98,4 ± 1,9 98,6 ± 1,4 98,4 ± 1,8 < 5 
1Valor apresentado como média  desvio padrão; 2ND (não determinado), a máxima concentração do extrato testada não foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical 
DPPH na mistura reacional 
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Tabela 11 - Redução do radical DPPH e concentração eficiente 50% (CE50) de compostos fenólicos e mistura de triterpenos isolados de 

Byrsonima crassa 

Redução do DPPH (%)1 

Concentração (µg/mL) Composto isolado 

ou mistura 
5 10 20 40 50 80 100 CE50 

Amentoflavona 36,4 ± 0,6 50,3 ± 0,7 67,2 ± 1,0 90,6 ± 1,1 95,7 ± 1,0 95,8 ± 1,3 95,6 ±1,5 10 
(+)-catequina 93,6 ± 1,1 96,3 ± 1,0 95,3 ± 1,0 94,9 ± 0,9 94,7 ± 0,9 94,3 ± 1,1 94,0 ± 1,2 < 5 
Galato de metila 95,1 ± 0,5 97,2 ± 0,5 96,6 ± 0,5 96,8 ± 0,5 97,1 ± 0,5 97,3 ± 0,5 96,9 ± 0,5 < 5 
Quercetina-3-O--L-
arabinopiranosídeo 

40,8 ± 0,6 56,6 ± 0,7 83,7 ± 0,9 94,1 ± 0,8 96,1 ± 1,1 95,6 ± 1,0 96,0 ± 1,1 8,0 

Quercetina-3-O--D-
galactopiranosídeo 

38,3 ± 0,3 53,9 ± 0,7 80,3 ± 0,7 92,2 ± 0,9 94,0 ± 1,0 93,4 ± 1,1 93,4 ± 0,9 9,9 

Triterpenóides 
(-amirina + -amirina) 

0,1 ± 0,2 0 ± 0,2 0 ± 0,3 0 ± 0,4 0 ± 0,1 0 ± 0,4 0 ± 0,3 ND2 

Quercetina (controle) 94,6 ± 1,1 97,2 ± 0,9 96,9 ± 1,8 97,2 ± 1,8 96,9 ± 1,5 97,4 ± 1,5 97,0 ± 1,7 < 5 
Trolox (controle) 80,4 ± 1,5 98,0 ± 1,5 97,7 ± 1,4 98,3 ± 2,1 98,4 ± 1,9 98,6 ± 1,4 98,4 ± 1,8 < 5 
1Valor apresentado como média  desvio padrão; 2ND (não determinado), a máxima concentração do extrato testada não foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical 
DPPH na mistura reacional 
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4.3.2. Avaliação do burst oxidativo de LPMNs 

4.3.2.1. LPMNs em exsudato peritoneal de rato 

 A média de LPMN neutrófilos, em exsudato de Rattus norvegicus albinus induzido 

com glicogênio de ostra, foi 92,8 + 2,9%. Os valores representam a contagem de 500 células 

por preparação. 

 

4.3.2.2. Viabilidade dos LPMNs durante o tempo do ensaio e na presença dos extratos, 

frações e compostos fenólicos 

 A viabilidade dos LPMNs foi mantida em mais de 90%, após manutenção dessas 

células em tampão PBSD, a 37ºC, durante noventa minutos (período de tempo dos ensaios 

quimiluminescentes). A exposição dos neutrófilos aos extratos, frações e compostos fenólicos 

a uma concentração de 100 g/mL (máxima concentração empregada nos ensaios 

quimiluminescentes), por um período de 90 minutos, não acarretou redução significativa na 

viabilidade celular. 

 

4.3.2.3. Suspensão bacteriana para ensaio quimiluminescente 

 O perfil da cinética de emissão de luz para o sistema LPMNs/luminol/H.pylori é 

apresentado na Figura 5, onde observa-se diferenças significativas entre a quimiluminescência 

do sistema LPMNs/luminol/H. pylori (0,15, 0,2 e 0,3 UDO) e a linha de base 

(LPMNs/luminol). A emissão de luz foi mais intensa nos ensaios realizados com suspensão de 

H. pylori a 0,2 UDO (Tabela 12). O zymosan foi empregado como estímulo controle para 

avaliar a capacidade de resposta dos LPMNs. 
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Figura 5 - Quimiluminescência (QL) dos sistemas LPMNs/luminol/zymosan e 

LPMNs/luminol/H. pylori (cepa ATCC 43504). Cinéticas representativas de, 

no mínimo, três experimentos independentes. 

 

Tabela 12 - Quimiluminescência (QL) para intensidade máxima de emissão (IME) e integral 

da cinética de emissão (ICE) do sistema LPMNs/luminol/zymosan e 

LPMNs/luminol/H. pylori 

Estímulo QL para IME (mV)* QL para ICE (mV)* 

Zymosan (700 µg/mL) 44,2 ± 7,2 1,66 x 105
 ± 23900 

H. pylori (0,3 UDO) 65,9 ± 7,2 2,76 x 105
 ± 22080 

H. pylori (0,2 UDO) 77,3 ± 12,4 3,17 x 105
 ± 41210 

H. pylori (0,15 UDO) 52,8 ± 5,2 2,20 x 105
 ± 23800 

Linha de base 1,5 ± 1,2  0,06 x 105
 ± 1800 

*Valor apresentado como média ± desvio padrão  
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4.3.2.4. Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presença dos extratos 

polares, frações e compostos fenólicos 

 O efeito de diferentes concentrações de extratos MeOH, frações e compostos fenólicos 

na quimiluminescência dependente de luminol em LPMNs é apresentado nas Tabelas 13, 14 e 

15, respectivamente. Os resultados mostram que os extratos de A. glandulosa, A. triplinervia, 

B. crassa, G. noxia, Q. multiflora e Q. parviflora, em todas as concentrações testadas (5, 50 e 

100 g/mL) reduziram de maneira significativa o burt oxidativo de LPMNs induzido por H. 

pylori. Entretanto, o extrato MeOH de G. noxia reduziu de maneira menos expressiva o burst 

oxidativo em comparação aos demais extratos polares. Para A. humile, B. basiloba, B. 

intermedia, D. elliptica, M. pusa, Q. grandiflora foi observada diminuição estatisticamente 

significativa no burst de LPMNs induzido por H. pylori na presença de 50 e 100 g/mL dos 

extratos. O extrato de S. pseudoquina não foi capaz de diminuir de maneira significativa o 

burst oxidativo nas concentrações testadas. 

A fração aquosa e AcOEt de B. crassa reduziram de maneira significativa o burst 

oxidativo de LPMNs ativado pelo H. pylori nas concentrações de 100 e 50 g/mL. A fração 

flavonoídica de G. noxia apresentou melhor atividade que a fração enriquecida de saponinas. 

Em relação a espécie S. pseudoquina, verificou-se que a fração flavonoídica reduziu de 

maneira mais expressiva o burst de LPMN que a fração intermediária e alcaloídica. 

Considerando os resultados obtidos na presença dos compostos fenólicos, a (+)-

catequina e o galato de metila mostraram potente atividade antioxidante nas concentrações de 

5, 50 e 100 g/mL. A amentoflavona também foi capaz de reduzir de maneira significativa o 

burst de LPMNs, mas de maneira menos expressiva que a (+)-catequina e o galato de metila. 

A quercetina, diferente de suas formas glicosídicas, foi capaz de reduzir de maneira 

significativa o burst de LPMNs estimulados com H. pylori em todas as concentrações 
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avaliadas (1, 5, 50 e 100 g/mL). As cinéticas de emissão de luz obtidas com os extratos, 

frações e compostos fenólicos são apresentadas no APÊNDICE G. 

As Tabelas 16, 17 e 18 demonstram os resultados da porcentagem de redução do 

radical DPPH e redução no valor da ICE nos ensaios quimiluminescentes por extratos MeOH, 

frações e compostos fenólicos. 
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Tabela 13 - Variação da quimiluminescência (ΔQL) para intensidade máxima de emissão (IME) e integral da cinética de emissão (ICE) dos 

sistemas LPMNs/luminol/H. pylori (controle) e LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extratos MeOH 

Espécie vegetal 
Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Alchornea glandulosa 100 43,7 0,52 x 105
 ± 2197 82,4 < 0,05* 

 50 38,5 0,54 x 105
 ± 2279 81,6 < 0,05* 

 5 64,5 2,32 x 105
 ± 9838 21,6 < 0,05* 

 controle 84,4 2,96 x 105
 ± 12542 - - 

Alchornea triplinervia 100 27,3 0,23 x 105
 ± 1144 90,2 < 0,05* 

 50 28,3 0,26 x 105
 ± 1301 88,9 < 0,05* 

 5 42,6 1,67 x 105
 ± 8245 28,6 < 0,05* 

 controle 64,3 2,34 x 105
 ± 11565 - - 

Anacardium humile 100 33,4 0,11 x 105
 ± 1113 95,0 < 0,05* 

 50 30,7 0,21 x 105
 ± 2047 90,5 < 0,05* 

 5 48,1 2,00 x 105
 ± 8077 9,1 > 0,05 

 controle 57,0 2,20 x 105
 ± 13718 - - 

Byrsonima basiloba 100 19,3  0,19 x 105
 ± 464 93,4 < 0,05* 

 50 19,0 0,30 x 105
 ± 2376 89,7 < 0,05* 

 5 74,1 2,92 x 105
 ± 8077 0 > 0,05 

 controle 74,1 2,90 x 105
 ± 3502 - - 

continua na página seguinte      
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continuação      

Espécie vegetal 
Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Byrsonima crassa 100 35,1 0,10 x 105
 ± 956 96,8 < 0,05* 

 50 40,5 0,22 x 105
 ± 1982 93,0 < 0,05* 

 5 55,5 2,19 x 105
 ± 20163 30,5 < 0,05* 

 controle 78,3 3,15 x 105
 ± 22334 - - 

Byrsonima intermedia 100 34,2 0,37 x 105
 ± 2373 74,1 < 0,05* 

 50 39,3 0,57 x 105
 ± 3648 60,1 < 0,05* 

 5 46,0 1,22 x 105
 ± 7767 14,6 > 0,05 

 controle 51,0 1,43 x 105
 ± 9123 - - 

Davilla elliptica 100 27,1 0,16 x 105
 ± 891 94,6 < 0,05* 

 50 26,1 0,29 x 105
 ± 1651 90,3 < 0,05* 

 5 65,3 2,80 x 105
 ± 15811 6,0 > 0,05 

 controle 71,0 2,98 x 105
 ± 16869 - - 

Guapira noxia 100 35,0 1,55 x 105
 ± 4391 35,4 < 0,05* 

 50 39,7 1,71 x 105
 ± 4842 28,8 < 0,05* 

 5 49,8 1,89 x 105
 ± 5340 21,3 < 0,05* 

 controle 58,6 2,40 x 105
 ± 6787 - - 

continua na página seguinte      
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continuação 

   
  

Espécie vegetal 
Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Mouriri pusa 100 41,4 0,16 x 105
 ± 459 93,0 < 0,05* 

 50 47,6 0,18 x 105
 ± 520 92,2 < 0,05* 

 5 50,0 2,30 x 105
 ± 4127 0 > 0,05 

 controle 53,3 2,30 x 105
 ± 4038 - - 

Qualea. grandiflora 100 28,1  0,14 x 105
 ± 765 93,6 < 0,05* 

 50 29,1 0,15 x 105
 ± 867 93,1 < 0,05* 

 5 48,7 1,95 x 105
 ± 6878 10,5 > 0,05 

 controle 50,3 2,18 x 105
 ± 7691 - - 

Qualea multiflora 100 36,5 0,13 x 105
 ± 1117 95,0 < 0,05* 

 50 30,3 0,17 x 105
 ± 1432 93,5 < 0,05* 

 5 35,7 1,37 x 105
 ± 11586 47,3 < 0,05* 

 controle 63,5 2,60 x 105
 ± 22417 - - 

Qualea parviflora 100 31,3 0,11 x 105
 ± 931 95,0 < 0,05* 

 50 27,0 0,14 x 105
 ± 1194 93,6 < 0,05* 

 5 31,2 1,14 x 105
 ± 9655 48,0 < 0,05* 

 controle 54,3 2,20 x 105
 ± 18681 - - 

continua na página seguinte      
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continuação 

   
  

Espécie vegetal 
Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Strychnos pseudoquina 100 65,1 2,50 x 105
 ± 21491 0 > 0,05 

 50 65,2 2,50 x 105
 ± 17907 0 > 0,05 

 5 65,2 2,33 x 105
 ± 16466 4 > 0,05 

 controle 67,8 2,43 x 105
 ± 17202 - - 

1Valor apresentado como média; 2Valor apresentado como média + desvio padrão; 3Obtido através da comparação da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na 
presença de diferentes concentrações dos extratos MeOH; *Diferença estatisticamente significativa (p  0,05)  
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Tabela 14 - Variação da quimiluminescência (ΔQL) para intensidade máxima de emissão (IME) e integral da cinética de emissão (ICE) dos 

sistemas LPMNs/luminol/H. pylori (controle) e LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de frações 

Espécie vegetal 

(fração) 

Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Byrsonima crassa  100 45,9 0,24 x 105
 ± 1674 91,7 < 0,05* 

(aquosa) 50 33,6 0,21 x 105
 ± 1451 92,7 < 0,05* 

 5 65,3 2,69 x 105
 ± 19010 6,6 > 0,05 

 controle 66,4 2,88 x 105
 ± 20382 - - 

Byrsonima crassa  100 24,7 0,47 x 105
 ± 2985 83,5 < 0,05* 

(AcOEt) 50 24,6 0,66 x 105
 ± 4195 76,8 < 0,05* 

 5 67,6 2,72 x 105
 ± 17338 4,2 > 0,05 

 controle 66,4 2,84 x 105
 ± 18054 - - 

Guapira noxia 100 22,6 0,90 x 105
 ± 2559 65,1 < 0,05* 

(flavonoídica) 50 35,2 1,48 x 105
 ± 4199 42,6 < 0,05* 

 5 53,0 2,20 x 105
 ± 6225 14,7 < 0,05* 

 controle 65,0 2,58 x 105
 ± 7289 - - 

Guapira noxia 100 35,4 1,57 x 105
 ± 5550 34,9 < 0,05* 

(saponinas) 50 47,3 1,86 x 105
 ± 6562 22,8 < 0,05* 

 5 53,7 2,38 x 105
 ± 8401 1,2 > 0,05 

 controle 55,8 2,41 x 105
 ± 8528 - - 

continua na página seguinte      



_______________________________________________________________________________________________________________   
 

                                                                                                                                                                                                                                                          Resultados     
                                                                                                                          

 

77
                                                                                                                                       

continuação      

Espécie vegetal 

(fração) 

Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Strychnos pseudoquina 100 52,6 1,82 x 105
 ± 9028 18,7 > 0,05 (0,054) 

(alcaloídica) 50 49,9 1,86 x 105
 ± 9197 16,9 > 0,05 (0,06) 

 5 59,0 2,32 x 105
 ± 13159 0 > 0,05 

 controle 55,8 2,24 x 105
 ± 11082 - - 

Strychnos pseudoquina 100 30,5 1,10 x 105
 ± 3087 55,1 < 0,05* 

(intermediária) 50 28,1 1,26 x 105
 ± 3576 48,6 < 0,05* 

 5 60,4 2,45 x 105
 ± 6936 0 > 0,05 

 controle 62,1 2,45 x 105
 ± 6928 - - 

Strychnos pseudoquina 100 22,6 0,94 x 105
 ± 2659 61,6 < 0,05* 

(flavonoídica) 50 29,3 1,02 x 105
 ± 2879 58,4 < 0,05* 

 5 29,3 1,18 x 105
 ± 3332 51,8 < 0,05* 

 controle 62,0 2,45 x 105
 ± 6929 - - 

1Valor apresentado como média; 2Valor apresentado como média + desvio padrão; 3Obtido através da comparação da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na 
presença de diferentes concentrações das frações; *Diferença estatisticamente significativa (p  0,05)  
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Tabela 15 - Variação da quimiluminescência (ΔQL) para intensidade máxima de emissão (IME) e integral da cinética de emissão (ICE) dos 

sistemas LPMNs/luminol/H. pylori (controle) e LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de compostos fenólicos 

Substância 
Concentração 

(g/mL) 

ΔQL para IME 

(mV)1 

ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 

Redução na 

integral (%) 
valor-P3 

Amentoflavona 100 37,2 1,13 x 105
 ± 2407 56,2 < 0,05* 

 50 41,8 1,76 x 105
 ± 3760 31,8 < 0,05* 

 5 52,7 2,15 x 105
 ± 4355 16,7 < 0,05* 

 1 64,1 2,44 x 105
 ± 5173 5,4 > 0,05 

 controle 70,3 2,58 x 105
 ± 5482 - - 

(+)-catequina 100 23,8 0,05 x 105
 ± 70 97,8 < 0,05* 

 50 35,4 0,10 x 105
 ± 146 95,5 < 0,05* 

 5 44,3 1,6 x 105
 ± 2297 28,3 < 0,05* 

 1 53,5 2,37 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

 controle 58,3 2,23 x 105
 ± 3363 - - 

Galato de metila 100 39,3 0,16 x 105
 ± 455 94,2 < 0,05* 

 50 35,8 0,15 x 105
 ± 423 94,5 < 0,05* 

 5 37,9 0,74 x 105
 ± 2094 73,1 < 0,05* 

 1 59,3 2,62 x 105
 ± 7404 4,7 > 0,05 

 controle 63,9 2,75 x 105
 ± 7764 - - 

continua na página seguinte      
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continuação      

Espécie vegetal 
Concentração 

(g/mL) 
ΔQL para IME 

(mV)1 
ΔQL para ICE 

(valor da integral)2 
Redução na 
integral (%) valor-P3 

Quercetina-3-O--L-
arabinopiranosídeo 

100 28,4 0,87 x 105
 ± 1852 

63,0 < 0,05* 

 50 31,9 1,36 x 105
 ± 2893 42,1 < 0,05* 

 5 52,7 2,14 x 105
 ± 4355 8,9 < 0,05* 

 1 64,1 2,43 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

 controle 63,9 2,35 x 105
 ± 4984 - - 

Quercetina-3-O--D-
galactopiranosídeo 

100 31,3 0,95 x 105
 ± 1852 

59,6 < 0,05* 

 50 35,2 1,50 x 105
 ± 2893 36,2 < 0,05* 

 5 53,8 2,18 x 105
 ± 4355 7,2 > 0,05 

 1 65,4 2,47 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

 controle 63,9 2,35 x 105
 ± 4984 - - 

Quercetina 100 36,1 0,13 x 105
 ± 499 94,8 < 0,05* 

 50 38,1 0,15 x 105
 ± 578 94,0 < 0,05* 

 5 38,3 0,18 x 105
 ± 1101 92,7 < 0,05* 

 1 36,9 1,11 x 105
 ± 3211 55,2 < 0,05* 

 controle 55,2 2,48 x 105
 ± 5987 - - 

1Valor apresentado como média; 2Valor apresentado como média + desvio padrão; 3Obtido através da comparação da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na 
presença de diferentes concentrações de compostos fenólicos; *Diferença estatisticamente significativa (p  0,05)  
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Tabela 16 - Redução do radical DPPH e redução no valor da ICE por extratos MeOH de 

diferentes espécies vegetais 

Redução DPPH (%) Redução integral (%) 

Concentrações (g/mL) 

 
Espécie vegetal 
 

5 50 100 5 50 100 

Alchornea glandulosa 28,5 80,1 83,8 21,6* 81,6* 82,4* 

Alchornea triplinervia 46,0 76,9 78,5 28,6* 88,9* 90,2* 

Anacardium humile 59,4 73,7 73,7 9,1 90,5* 95,0* 

Byrsonima basiloba 22,6 73,2 74,6 0 89,7* 93,4* 

Byrsonima crassa 61,9 85,9 86,2 30,5* 93,0* 96,8* 

Byrsonima intermedia 27,0 77,7 78,0 14,6 60,1* 74,1* 

Davilla elliptica 36,0 77,0 77,8 6,0 90,3* 94,6* 

Guapira noxia 8,9 58,6 85,3 21,3* 28,8* 35,4* 

Mouriri pusa 39,9 64,2 67,1 0 92,2* 93,0* 

Qualea grandiflora 34,5 80,0 81,5 10,5 93,1* 93,6* 

Qualea multiflora 50,9 78,6 80,7 47,3* 93,5* 95,0* 

Qualea parviflora 53,0 78,8 81,2 48,0* 93,6* 95,0* 

Strychnos pseudoquina 1,0 24,8 43,4 4,0 0 0 

 * Diferença estatisticamente significativa na redução da ICE (p  0,05) 
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Tabela 17 - Redução do radical DPPH e redução no valor da ICE por diferentes frações 

Redução DPPH (%) Redução integral (%) 

Concentrações (g/mL) 

 
Espécie vegetal  
(fração) 

5 50 100 5 50 100 

Byrsonima crassa 

(aquosa) 26,0 91,2 91,9 6,6 92,7* 91,7* 

Byrsonima crassa 

(acetato de etila) 13,8 82,8 90,8 4,2 76,8* 83,5* 

Guapira noxia 

(flavonóides) 11,1 91,7 93,2 14,7* 42,6* 65,1* 

Guapira noxia 

(saponinas) 5,7 83,6 93,3 1,2 22,8* 34,9* 

Strychnos pseudoquina 

(alcalóides) 4,8 11,4 14,2 0 16,9 18,7 

Strychnos pseudoquina 

(intermediária) 2,4 5,0 10,6 0 48,6* 55,1* 

Strychnos pseudoquina 

(flavonóides) 6,7 58,2 80,4 51,8* 58,4* 61,6* 

* Diferença estatisticamente significativa na redução da ICE (p  0,05) 
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Tabela 18 - Redução do radical DPPH e redução no valor da ICE por compostos fenólicos 

Redução DPPH (%) Redução integral (%) 

Concentrações (g/mL) 

 
Composto fenólico 
 

5 50 100 5 50 100 

Amentoflavona 36,4 95,7 95,6 16,3* 31,8* 56,6* 

(+)-catequina 93,6 94,7 94,0 28,3* 95,5* 97,8* 

Galato de metila 95,1 97,1 96,9 73,1* 94,5* 94,2* 

Quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo 40,8 96,1 96,0 8,9* 42,1* 63,0* 

Quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo 38,3 96,9 93,4 7,2 36,2* 59,6* 

Quercetina (controle) 94,6 0 97,0 92,7* 94,0* 94,8* 

* Diferença estatisticamente significativa na redução da ICE (p  0,05) 
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 A utilização de plantas, no tratamento, cura ou mesmo na prevenção de doenças, é 

uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade. Apesar da grande evolução 

da medicina alopática, a partir da segunda metade do século XX, ainda existem obstáculos 

básicos na utilização dessa terapia, principalmente, por populações carentes, que vão desde o 

acesso aos centros de atendimento médico à aquisição de medicamentos (VEIGA Jr et al., 

2005). Agregar conhecimentos científicos ao uso popular das plantas traz grandes vantagens, 

principalmente, em países cuja maioria da população é de baixo poder econômico. 

 Estudos multidisciplinares tornam-se, cada vez mais importantes, para uma abordagem 

terapêutica das plantas empregadas na medicina popular. As plantas utilizadas 

tradicionalmente podem ser fontes potenciais de novas substâncias ativas, no entanto, muitas 

espécies podem apresentar atividade citotóxica e genotóxica capazes, até mesmo, de induzir o 

desenvolvimento de câncer (AMES, 1983; AMES; GOLD, 1990; VARANDA, 2006). 

Ensaios de citotoxicidade basal in vitro são os primeiros testes utilizados para avaliar a 

potencialidade de novos compostos para aplicação terapêutica e vêm sendo empregados como 

adjuvante dos testes in vivo, possibilitando a redução no número de animais utilizados na 

avaliação da toxicidade aguda de substâncias e preparações (VALADARES, 2006; VIEIRA; 

VALADARES, 2008). Esse trabalho avaliou o potencial citotóxico de espécies vegetais 

brasileiras, empregadas pela população no tratamento de doenças, especialmente àquelas 

associadas ao trato gastrintestinal, através da técnica de captação do corante vital vermelho 

neutro recomendada pelo Comitê de Coordenação Interagências para Validação de Métodos 

Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods 

- ICCVAM) (CASTAÑO; GÓMEZ-LECHÓN, 2005; VALADARES, 2006). 

 Com exceção de G. noxia, a citotoxicidade dos extratos MeOH (polares) foi 

equivalente ou menor a observada para os extratos DCM e CHCl3 (apolares). Lee et al. (2008) 

demonstraram o potencial citotóxico do ácido ursólico, triterpeno pentacíclico, sobre diversas 
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linhagens de células tumorais. Akihisa et al. (2006) atribuíram a citoxicidade do extrato de 

folhas de Perilla frutescens var. japonica às altas concentrações de ácido oleanóico e ursólico 

(compostos triterpênicos) presentes na preparação. A presença de triterpenos nos extratos 

apolares, na maioria das espécies vegetais avaliadas, poderia justificar a maior citotoxicidade 

dessas preparações em relação aos extratos polares (Tabelas 19 e 20, apresentadas ao final 

discussão). 

Os compostos triterpênicos, em decorrência da característica estrutural, podem 

interagir com componentes celulares, especialmente esteróis, promovendo perturbações na 

permeabilidade seletiva da membrana plasmática (ANISIMOV, 1987; CHEN et al., 2001; 

TURINA; PERILLO, 2003). Apesar do potencial citotóxico desses compostos ser relatado, a 

mistura -amitina e -amirina apresentou baixa citotoxicidade (IC50 = 292 g/mL) para a 

linhagem celular empregada nesse estudo. 

 Os maiores IC50 foram obtidos para os extratos polares de B. basiloba (366 g/mL), B. 

intermedia (IC50 = 340 g/mL) e S. pseudoquina (IC50 = 375 g/mL), indicando serem os 

menos citotóxicos, nos quais a presença de triterpenos não é descrita (Tabela 20). A presença 

de alantoína e de um ciclitol relatada, exclusivamente, em G. noxia (Tabela 20) poderia ser 

responsável pela maior citotoxicidade do extrato MeOH dessa espécie (IC50 = 239 g/mL), 

entretanto, não verificamos na literatura estudos que atribuam potencial citotóxico a esses 

compostos. 

É reconhecido que extratos, infusões e outras preparações obtidas de plantas 

proporcionam uma mistura complexa de diferentes substâncias químicas, as quais podem 

atuar sinérgica ou antagonicamente na indução da citotoxicidade e de outras atividades 

biológicas (STERMITZ et al., 2000; SAVELEV et al., 2003; CHUNG et al., 2004; SERAFIN 

et al., 2007; HUANG et al., 2008). Assim, alguns compostos fenólicos foram avaliados 

isoladamente quanto à citotoxicidade basal. A quercetina (IC50 = 94,5 g/mL) e a (+)-
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catequina (IC50 = 164 g/mL) apresentaram maior potencial citotóxico em relação ao galato 

de metila (IC50 = 297 g/mL), amentoflavona (IC50 = 366 g/mL) e formas glicosídicas da 

quercetina (IC50s > 500 g/mL). Análises cromatográficas demonstram a presença 

predominante de flavonóides e catequinas na fração AcOEt (IC50 = 308 g/mL) e de taninos 

na fração aquosa (IC50 = 413 g/mL) de B. crassa, que poderia justificar a diferença de 

toxicidade observada para essas frações (SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al., 

2005a; CARDOSO et al., 2006). 

O gênero Strychnos é conhecido por apresentar substâncias tóxicas, especialmente 

alcalóides, entretanto investigações fitoquímicas realizadas com várias espécies pertencentes a 

esse gênero demonstram uma grande diversidade estrutural desses compostos com efeitos 

biológicos variados (RASOANAIVO et al., 1996; PHILIPPE et al., 2004; SILVA et al., 

2005). A fração enriquecida de alcalóides obtida de S. pseudoquina demonstrou baixa 

citotoxicidade (IC50 = 413 g/mL) no teste realizado in vitro. Estudo in vivo, utilizando essa 

mesma fração, demonstrou ausência de sinais e sintomas de toxicidade aguda em ratos (Da 

SILVA et al., 2005). 

A relação estrutura - atividade citotóxica de compostos polifenólicos, é relatada, 

principalmente para flavonóides, incluindo ensaios utilizando diferentes linhagens tumorais. 

Chang et al. (2007, 2008) demonstraram que a citotoxicidade desses compostos pode estar 

relacionada à presença de 2,3-dupla ligação no anel heterocíclico (anel C), orto-hidroxilação 

no anel B e o número de hidroxilas na estrutura. A substituição da hidroxila na posição C3 e a 

presença de glicosídeo no anel C, como na quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo e 

quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo, confirmam a diminuição da citotoxicidade desses 

compostos em relação à aglicona. A Figura 6 apresenta a estrutura geral dos flavonóis e as 

diferenças estruturais entre a quercetina e os dois derivados glicosilados avaliados. 
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Publicação recente atribui o potencial citotóxico de diferentes extratos de raízes e 

folhas de Euterpe precatoria (açaizeiro) à presença de quercetina e catequina nessas 

preparações, sendo a maior citotoxidade relatada para o extrato contendo o flavonol 

(GALOTTA et al., 2008). A diferença do IC50 da quercetina em relação à (+)-catequina pode 

contribuir para maior ou menor toxicidade dos extratos polares, visto que ambos compostos 

podem estar presentes nessas preparações. 

 

 

                      

 

Figura 6 – (A) Estrutura geral dos flavonóis; (B) quercetina (R = H), quercetina-3-O--L-

arabinopiranosídeo (R = -L-arabinopiranosídeo) e quercetina-3-O--D-

galactopiranosídeo (R = -D-galactopiranosídeo) 

 

 A grande variedade de metabólitos secundários derivados de plantas tem despertado o 

interesse de pesquisadores de vários campos da ciência, e, principalmente, das indústrias 

farmacêuticas, que vêem neles uma fonte de moléculas úteis para a clínica médica (SIMÕES 

et al., 2003). A busca de compostos de origem vegetal com atividade antimicrobiana tem sido 

o principal objetivo de muitos grupos de pesquisa, pois, apesar do grande arsenal terapêutico 

disponível no mercado, o aumento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem 

B 

CA 
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crescido de maneira assustadora (SOARES, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001; AQIL et al., 

2005; CORREIA et al., 2008). 

A descoberta do H. pylori, na década de oitenta, pelos pesquisadores australianos 

Robin Warren e Barry Marshall, teve consequência direta nos esquemas de tratamento das 

doenças gástricas, através da introdução da terapia antimicrobiana (SUERBAUM; 

JOSENHANS, 2007). No entanto, nos últimos anos, com o aumento do número de cepas de 

H. pylori resistente aos antimicrobianos, comumente empregados nas terapias de erradicação, 

pesquisas têm buscado em fontes naturais, especialmente em espécies vegetais, novos 

compostos ativos (GERRITS et al., 2006; STEGE et al., 2006; NDIP et al., 2007; SELGRAD; 

MALFERTHEINER, 2008). 

Em decorrência da relação entre os distúrbios gástricos e a bactéria H. pylori, 

associado ao uso popular de plantas no tratamento de úlceras e gastrites, foi avaliada a 

atividade anti-H. pylori de extratos, frações e substâncias obtidas das espécies propostas. No 

Brasil, poucos são os relatos da atividade de produtos naturais para H. pylori, principalmente 

em decorrência das dificuldades de cultivo dessa bactéria e de testes padronizados que 

utilizam baixas quantidades de uma substância ou preparação. 

 Os métodos de diluição em caldo ou ágar são igualmente aceitáveis para avaliar 

quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado 

microrganismo. A atividade anti-H. pylori dos extratos, frações e substâncias foi quantificada 

por técnica de microdiluição em caldo, previamente padronizada (APÊNDICE B). A CMI de 

1024 g/mL foi definida apenas para os extratos MeOH e CHCl3 de B. crassa e CHCl3 de D. 

elliptica, para as demais preparações e substâncias não foi possível estabelecer a CMI na 

maior concentração avaliada. 

 Alguns trabalhos demonstram a atividade antibacteriana de terpenóides (BARRE et 

al., 1997; FONTANAY et al., 2008; HIGUCHI et al., 2008), cujo mecanismo de ação ainda 
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não é totalmente compreendido, mas que possivelmente envolva interação com componentes 

lipofílicos e alteração na permeabilidade seletiva de membranas celulares microbianas 

(COWAN, 1999; HARAGUCHI et al., 1999; MALLAVADHANI et al., 2004). Gadhi et al. 

(2001) atribuíram atividade anti-H. pylori da fração CHCl3 de Aristolochia paucinervis aos 

ácidos graxos e terpenos. Shikov et al. (2008) também associaram a atividade antibacteriana 

de extrato oleoso obtido de flores de Chamomilla recutita a ácidos graxos, cumarinas e 

terpenos. A presença de terpenos reportada nos extratos MeOH e CHCl3 de B. crassa e CHCl3 

de D. elliptica poderia justificar a CMI (1024 g/mL), entretanto esses compostos também 

são descritos em outros extratos para os quais não foi possível definir a CMI nessa mesma 

concentração (Tabelas 19 e 20). 

 Análise fitoquímica do extrato MeOH de B. crassa (Tabela 20) demonstra, além de 

terpenos, a presença de diferentes compostos fenólicos (ácido gálico e derivados) e 

polifenólicos (flavonóides, catequinas e taninos). Mabe et al. (1999) evidenciaram o efeito 

inibidor de catequinas, como (-)-epicatequina galato e (-)-epigalocatequina galato, no 

crescimento de diferentes cepas de H. pylori. Outros trabalhos descrevem o potencial anti-H. 

pylori de diferentes flavonóides e de diversos compostos polifenólicos (FUKAI et al., 2002; 

SHIN et al., 2005). Ustun et al. (2006) verificaram o efeito inibidor de alguns flavonóides, 

como quercetina 3-metil éter, quercetina 3,7-dimetil éter e kaempferol 3,7-dimetil éter, 

isolados de folhas Cistus laurifolius, no crescimento de uma cepa padrão de H. pylori (NCTC 

11637). Funatogawa et al. (2004) demonstraram a atividade anti-H. pylori de alguns taninos 

hidrolisáveis. A CMI do extrato MeOH de B. crassa para H. pylori pode estar relacionada não 

somente às classes de compostos, mas também ao perfil quantitativo das diferentes 

substâncias presentes nessa preparação, visto que vários constituintes também são relatados 

nos extratos polares de outras espécies vegetais que não apresentaram essa mesma atividade. 
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Apesar da CMI ser definida como a menor concentração de um agente antimicrobiano 

que impede o crescimento visível de um microrganismo em testes de sensibilidade, a relação 

concentração e inibição de crescimento é demonstrada como sendo aplicável na triagem do 

potencial antimicrobiano de extratos e outras preparações vegetais (TABAK et al., 1999; 

CHATTERJEE et al., 2004; VELURI et al., 2004; CASTILLO-JUÁREZ et al., 2007). Na 

concentração de 1024 g/mL, os extratos CHCl3 e MeOH de B. intermedia e CHCl3 de A. 

glandulosa inibiram em 87,1%, 50,0% e 69,7%, respectivamente, o crescimento do H. pylori, 

demonstrando que os resultados obtidos com essas espécies vegetais, além da B. crassa e D. 

elliptica, corroboram com o seu uso  popular em distúrbios gástricos que, geralmente, estão 

associados a colonização por essa bactéria. 

Com o objetivo de verificar quais possíveis classes de compostos que poderiam 

apresentar efeito anti-H. pylori, frações foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o 

crescimento dessa bactéria. A baixa atividade observada para a fração aquosa e AcOEt de B. 

crassa não possibilitou inferir somente aos taninos, catequinas e flavonóides o potencial 

antimicrobiano demonstrado para o extrato MeOH. 

 Estudos têm demonstrado correlação entre presença de compostos fenólicos, 

especialmente flavonóides, e atividade anti-H. pylori em diferentes espécies vegetais (FUKAI 

et al., 2002; USTUN et al., 2006). Quercetina e os cinco compostos fenólicos isolados do 

extrato MeOH de B. crassa também foram avaliados quanto a capacidade de inibir o 

crescimento de H. pylori, todavia apresentaram menor atividade antimicrobiana (quercetina > 

amentoflavona > quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo > (+)-catequina > quercetina-3-O-β-

D-galactopiranosídeo > galato de metila) que a obtida para o extrato MeOH. Esses resultados 

apontam para um possível sinergismo entre compostos presentes nesse extrato. Em estudo 

recente, Lai et al. (2008) demonstraram melhor atividade anti-H. pylori de extratos MeOH e 

CHCl3 de Phyllanthus urinaria (quebra pedras) em relação a oito compostos fenólicos 
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isolados da mesma planta. Vários trabalhos apontam o efeito sinérgico de compostos 

presentes em preparações vegetais e também quando associados a antibióticos quanto a 

atividade antimicrobiana (STERMITZ et al., 2000; LIN et al., 2005; SERAFIN et al., 2007; 

HEMAISWARY et al., 2008). 

Porinas são proteínas transmembranares, presentes na membrana externa de bactérias 

Gram-negativas, responsáveis pela difusão de íons e de moléculas de baixo peso molecular, 

que participam do processo de nutrição microbiana. Os canais internos das porinas podem 

apresentar diâmetros variados e distribuição de cargas positivas e negativas, decorrente da 

presença de aminoácidos carregados, os quais geram um campo eletrostático, podendo 

dificultar a passagem de algumas substâncias (HANCOCK, 1987; ALVAREZ et al., 2008). 

Por exemplo, em relação aos antibióticos, porinas seletivas para cátions favorecem a 

passagem de -lactâmicos através da membrana externa em Escherichia coli, enquanto que as 

seletivas para ânions fazem o inverso (NIKAIDO et al.,1983). 

 Em recente trabalho, Alvarez et al. (2008) reportaram que a quercetina poderia 

neutralizar aminoácidos carregados presentes nos canais das porinas, facilitando a entrada de 

outros flavonóides na célula bacteriana. Arima et al. (2002) demonstraram o efeito sinérgico 

de combinações quercetina-quercitrina, quercetina-morina e quercetina-rutina, as quais foram 

mais ativas contra Bacillus cereus e Salmonella enteritidis que os compostos isoladamente. 

 A literatura relata que a baixa atividade antimicrobiana demonstrada por alguns 

extratos in vitro não implica, necessariamente, na incapacidade de atividade in vivo (NDIP et 

al., 2007). Bever (1983) e Garcia et al. (2003) demonstraram que o potencial imunomodulador 

de compostos e preparações vegetais, com baixa atividade antimicrobiana in vitro, pode 

contribuir para a destruição de agentes infecciosos. 

 Nos últimos anos, vários estudos associam o stress oxidativo ao desenvolvimento ou 

agravamento de diversas afecções, incluindo desordens gástricas, doenças reumáticas, 
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cardiovasculares e neurodegenerativas (OHSHIMA et al., 2003; SHIMOYAMA et al., 2003; 

EFRAIM et al., 2006; AUGUSTO et al., 2007). A produção excessiva de EROs e espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs), associada a liberação de enzimas granulares por células do 

sistema imunológico, causam danos fisiológicos importantes às células, agravando o processo 

inflamatório (PARIJ et al., 1998; Di STASI et al., 2004). 

 Embora os mecanismos envolvidos na inflamação gástrica induzida pelo H. pylori 

ainda não estejam completamente esclarecidos, o papel dos LPMNs e de EROs na patogênese 

de doenças associadas a essa bactéria é amplamente reportado (SHIMOYAMA et al., 2003; 

KIM, 2005; ATHERTON, 2006; WANG et al., 2008). Nos estágios iniciais da colonização, 

um grande número de LPMNs migra para o sítio da infecção no lúmen gástrico, cuja presença 

é mantida durante a fase crônica da doença, não garantindo, porém, a eliminação do H. pylori 

(KEENAN et al., 2005). Algumas citocinas, como a interleucina-8 (IL-8), liberadas por 

mononucleares, especialmente macrófagos, e proteínas expressas pelo próprio H. pylori 

parecem ser importantes para manutenção do intenso infiltrado neutrofílico na mucosa 

gástrica (ERNEST; GOLD, 2000; AUGUSTO et al., 2007; SHIH et al., 2007). 

 O burst oxidativo de fagócitos pode ser ativado por um grande número de moléculas 

biológicas, incluindo a HP-NAP (H. pylori neutrophil-activating protein), gerando uma 

variedade de EROs (SATIN et al., 2000; SHIMOYAMA et al., 2003; WANG et al., 2008). 

Independente da natureza, o estímulo leva a ativação da proteina quinase C, que fosforila o 

complexo enzimático NADPH oxidase. O complexo NADPH oxidase catalisa a transferência 

de elétrons de NADPH para o oxigênio molecular (O2), gerando O2
- que serve como material 

inicial para a produção de uma vasta seleção de oxidantes reativos. A maior parte do O2
-, em 

meio aquoso, é convertida em H2O2 e O2, por dismutação espontânea ou pela ação da 

superóxido dismutase (SOD), podendo ainda reagir com óxido nítrico (NO) para formar 

peroxinitrito (ONOO-). A mieloperoxidase (MPO), liberada a partir de grânulos azurófilos 
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dos LPMNs, na presença de H2O2 catalisa a oxidação de cloreto (Cl-) com geração do HOCl, 

potente agente bactericida (HAMPTON et al., 1998; BABIOR, 2000; BERGT et al., 2001; 

BARREIROS et al., 2006). A Figura 7 apresenta, esquematicamente, as possíveis reações 

geradoras de EROs e ERNs em fagócitos ativados. 

O HOCl ainda pode dar origem a outras moléculas citotóxicas, como monocloraminas 

(NH2Cl, R-NHCl), após reação com amônia, gerada à partir da metabolização da uréia pela 

enzima urease de H. pylori (ABE et al., 2000; AUGUSTO et al., 2007). A severidade das 

lesões, aumento do risco de apoptose celular e lesão do DNA na mucosa gástrica parecem 

estar relacionados com a intensidade do stress oxidativo mediado por EROs (MIZUKI et al., 

2000; SMOOT et al., 2000; BAGGHI et al., 2002; DING et al., 2007). Assim, a incorporação 

de drogas ou preparações antioxidantes na terapia de erradicação do H. pylori pode diminuir o 

stress oxidativo e níveis de citocinas, bem como favorecer a eliminação da bactéria (DUNN et 

al., 1997; HAHM et al., 1998a,b; LEE et al., 2008; YANG; CHIEN, 2009).  

 

Figura 7 - Geração de espécies reativas durante o burst oxidativo de fagócitos 

(Adaptado de HAMPTON et al., 1998) 
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Vários estudos associam o efeito gastroprotetor de extratos e substâncias isoladas de 

espécies vegetais com a atividade antioxidante (GULCIN et al., 2004; SANNOMIYA et al., 

2005a; ZAYACHKIVSKA et al., 2005; UMAMAHESWARI et al. 2007). Nesse trabalho 

comparamos o potencial antioxidante dos extratos, frações e substâncias isoladas por técnica 

in vitro e ex-vivo, quanto a capacidade sequestradora de radical livre (DPPH) e moduladora do 

burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori. 

Apesar de não ser gerado in vivo, o radical DPPH, devido a sua relativa estabilidade, 

tem sido amplamente utilizado na triagem do potencial antioxidante de extratos e compostos 

isolados de plantas (PÉREZ et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008). Nossos resultados 

demonstraram que maior atividade sequestradora do radical DPPH foi obtida para os extratos 

MeOH e, dentre as frações, para a aquosa e AcOEt de B. crassa e enriquecida de flavonóides 

de G. noxia. Compostos fenólicos, como flavonóides, taninos, ácidos fenólicos e derivados, 

são reconhecidos pelo potencial antioxidante, estando normalmente presentes em maiores 

concentrações em preparações polares (FUKUDA et al., 2003; DEGÁSPARI; 

WASZCZYNSKYJ, 2004; LIMA et al., 2006; CONFORTI et al., 2008). A presença 

predominante de flavonóides e catequinas na fração AcOEt e de taninos na fração aquosa de 

B. crassa justifica o potencial antioxidante dessas frações (SANNOMIYA et al., 2004; 

SANNOMIYA et al., 2005a; CARDOSO et al., 2006). 

Com exceção do extrato MeOH de G. noxia (CE50 = 40 g/mL) e S. pseudoquina 

(CE50 = 113,2), os demais apresentaram valor de CE50 < 14,2 g/mL, resultados que, 

possivelmente, estejam relacionados às classes e quantidade de compostos fenólicos presentes 

nesses extratos. Pesquisas demonstram a atividade antioxidante, normalmente, para 

flavonóides e ácidos fenólicos, entretanto alguns trabalhos têm reportado esse potencial para 

outros compostos fenólicos como, por exemplo, taninos (FENGLIN et al., 2004; 

SIDDHURAJU; MANIAN, 2007). Siddhuraju et al. (2002) demonstraram que as altas 
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concentrações de taninos, em preparações de cascas de caule de Cassia fistula, conferiam a 

essas preparações elevada capacidade sequestradora do radical DPPH. A presença de taninos 

não é relatada no extrato MeOH de G. noxia e S. pseudoquina (Tabela 20), os quais 

demonstraram os maiores valores de CE50 e, consequentemente, menor potencial de redução 

do radical DPPH. 

As espécies pertencentes ao gênero Strychnos são conhecidas por apresentarem grande 

quantidade de alcalóides. A fração alcaloídica de S. pseudoquina apresentou baixa capacidade 

sequestradora do radical DPPH, demonstrando que a atividade obtida com o seu extrato 

MeOH seja, possivelmente, decorrente dos flavonóides e não dos alcalóides presentes nessa 

preparação. Baseando-se no mecanismo de redução do radical DPPH, é possível inferir que os 

extratos polares possuam maior quantidade e/ou diversidade de substâncias capazes de doar 

hidrogênio a esse radical. 

A atividade antioxidante de compostos químicos está relacionada à capacidade de doar 

elétrons, gerando produtos menos reativos. Barreiros et al. (2006) relatam que a propriedade 

antioxidante de flavonóides está associada à estabilidade do radical flavanoil formado após a 

reação com o agente oxidante, sendo essa estabilidade dependente da capacidade do 

flavonóide em deslocar ou estabilizar o elétron desemparelhado. 

Os compostos fenólicos obtidos a partir do extrato  MeOH de B. crassa, especialmente 

(+)-catequina e galato de metila, apresentaram potencial antioxidante comparável ao da 

quercetina e trolox, empregados como padrões nos ensaios com o DPPH. Para os compostos 

fenólicos, na menor concentração avaliada (5 g/mL), a ordem de capacidade sequestradora 

do radical DPPH foi: galato de metila > quercetina > (+)-catequina > quercetina-3-O--

arabinopiranosídeo > quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo > amentoflavona, sendo pouca a 

diferença desse potencial para os três primeiros compostos. 
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Flavonóides, ácidos fenólicos e derivados (galato de metila, de etila, de propila e 

outros galato-ésteres) são as principais classes de compostos fenólicos distribuídas nas 

espécies vegetais (NENADIS et al., 2004). A atividade antioxidante desses compostos deve-

se, principalmente, à sua característica estrutural, que desempenha um papel importante na 

neutralização ou sequestro de radicais livres e de outros compostos oxidantes, como também 

na quelação de metais de transição, agindo tanto na etapa de iniciação como de propagação do 

processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).  

 Em geral, o sequestro de radicais livres e atividade antioxidante dos compostos 

polifenólicos, como flavonóides, depende principalmente do número e posição das hidroxilas 

nos anéis aromáticos (A e B), um grupo 3’4’-catecol (duas hidroxilas em posições vizinhas) 

no anel B e uma hidroxila na posição C3 do anel heterocíclico (Figura 6) (LU; FOO, 2000; 

HEIM et al., 2002; LUIS et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2008). A presença de hidroxila nas 

posições 5 e 7 do anel A é, normalmente, de menor importância. A glicosilação na posição C3 

do anel heterocíclico e a ausência de uma dupla ligação na posição 2,3 conjugada a um oxo-

carbono na posição 4 parecem reduzir o potencial antioxidante dos flavonóides (HEIM et al., 

2002; CAI et al., 2004; MAMEDE; PASTORE, 2004; OLIVEIRA et al., 2007). 

 Vários estudos têm demonstrado que agliconas são mais potentes antioxidantes que 

seus correspondentes glicosilados (GAO et al., 1999; HEIM et al., 2002; CAI et al., 2004). 

Analisando os valores de CE50 verificamos que a quercetina apresentou melhor atividade 

sequestradora do radical DPPH que seus derivados glicosilados (quercetina-3-O-β-D-

galactopiranosídeo e quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo), sendo esses resultados 

concordantes com a literatura. 

 Alguns trabalhos citam o potencial antioxidante do ácido gálico e seus derivados 

(KIKUZAKI et al., 2002; DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; MIHARA et al., 2005). 

O galato de metila tem-se revelado um eficaz antioxidante em uma variedade de experimentos 
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acelulares (HSIEH et al., 2004). Moléculas menores parecem proporcionar maior 

acessibilidade ao radical DPPH, em decorrência de um menor impedimento estérico 

(MAGALHÃES et al., 2008). Nossos resultados demonstraram que o galato de metila 

apresenta alta capacidade redutora do radical DPPH. A menor atividade antioxidante da 

amentoflavona quando comparada a quercetina, (+)-catequina e ácido gálico é consistente 

com outros estudos (BAGGETT, et al., 2005; HYUN et al., 2006). 

 Os extratos MeOH, por demonstrarem melhor potencial antioxidante pela técnica do 

DPPH, frações e compostos fenólicos foram avaliados quanto a capacidade de reduzirem ou 

inibirem o burst oxidativo gerado em LPMNs quando ativados por H. pylori. Nas maiores 

concentrações avaliadas (50 e 100 g/mL), com exceção de G. noxia e S. pseudoquina, os 

extratos reduziram fortemente o burst oxidativo, resultados compatíveis aos observados no 

ensaio in vitro. No entanto, na menor concentração testada (5 g/mL), os extratos de A. 

humile, A. triplinervia, B. basiloba, B. crassa, D. elliptica, M. pusa e Q. grandiflora 

demonstraram maior capacidade de sequestrar o radical DPPH que reduzirem o burst 

oxidativo de fagócitos (Tabela 16, apresentada nos resultados). É necessário enfatizar que a 

redução do DPPH in vitro é uma única reação química, podendo não ter a mesma similaridade 

com as diversas reações que ocorrem em sistemas biológicos. Assim, substâncias presentes 

nos extratos atuam sequestrando/reduzindo EROs já formadas, como O2
-, OH, H2O2, HOCl, 

e/ou inibindo a atividade de enzimas que participam da geração dessas espécies, como a 

NADPH oxidase e a MPO. 

A literatura relata o efeito inibidor de compostos fenólicos sobre o metabolismo 

oxidativo e degranulação de LPMNs (KANASHIRO et al., 2004; KANASHIRO et al., 2007; 

SOUSA et al., 2007). Recentemente, Paula et al. (2009) demonstraram o efeito do extrato 

hidroalcoólico de frutos de Tamarindus indica na inibição da quimiluminescência dependente 

de luminol e lucigenina de LPMNs ativados, por diferentes estímulos (zymosan opsonizado, 
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PMA e fMLP), que foi relacionada a presença de alta concentração de flavonóides e outros 

polifenóis no extrato. Fernandes et al. (2004) atribuíram o potencial antioxidante do extrato 

aquoso de Sutherlandia frutescens a taninos e flavonóides na preparação. Os ensaios 

quimiluminescentes utilizando extratos de G. noxia e S pseudoquina demonstraram a baixa 

capacidade na redução do burst oxidativo de LPMNs por essas preparações, já as frações 

flavonoídicas dessas mesmas espécies vegetais e a fração aquosa (rica em taninos) e AcOEt 

(rica em flavonóides) de B. crassa apresentaram alta capacidade de reduzirem o burst, 

especialmente, nas maiores concentrações testadas (Tabela 17, apresentada nos resultados). A 

presença de taninos em extratos MeOH, associada à flavonóides, pode contribuir com a 

potencial antioxidante dessas preparações. 

 O luminol pode ser oxidado por várias espécies reativas, incluindo o O2
•-, H2O2, OH•, 

peroxinitrito, e, principalmente, pelo HOCl, o qual é gerado através do sistema MPO-H2O2-Cl 

(ABE et al., 2000; COSTA et al., 2006; MAGALHÃES et al., 2008). Assim, baseando-se no 

mecanismo de oxidação de luminol e no perfil da cinética de emissão de luz após a adição dos 

extratos e frações (APÊNDICE F), a redução no burst oxidativo de LPMNs, possivelmente, 

esteja relacionada a capacidade de compostos presentes nessas preparações em sequestrarem o 

HOCl ou outras EROs que oxidam o luminol. A baixa quimiluminescência, que é mantida 

após a adição da maioria dos extratos e frações, não descarta a possibilidade da inibição das 

enzimas NADPH oxidase e/ou MPO por compostos presentes nesses extratos e frações. 

Estudos têm demonstrado que flavonóides possuem a capacidade de inibir a atividade dessas 

enzimas (KROL et al., 1996; FRANCK et al., 2008; KOKO et al., 2008). 

 Os extratos de plantas frequentemente contêm mistura de compostos químicos com 

distintas atividades biológicas que, algumas vezes, podem atuar sinergicamente, como já 

relatado em diferentes trabalhos. Riemersma et al. (2001) demonstraram que polifenóis, 

mesmo em baixas concentrações, podem atuar inibindo a migração e a resposta inflamatória 
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mediada por neutrófilos. A seguir, Moreira et al. (2007), evidenciaram que alguns flavonóis 

são capazes de ativar e modular a resposta imunológica em fagócitos. Zheng e Wang (2001) 

destacaram a dificuldade de comparação da atividade antioxidante de extratos herbáceos, em 

consequência da diversidade e complexidade dessas misturas, principalmente, em decorrência 

da presença de compostos fenólicos. Em razão dessa complexidade química, possivelmente, a 

capacidade dos extratos MeOH de reduzir o burst oxidativo de LPMNs ativados por H. pylori 

seja consequência de diferenças qualitativas e quantitativas na composição das preparações. 

Os ensaios de quimiluminescência realizados para os compostos fenólicos 

demonstram que a (+)-catequina, o galato de metila e a quercetina, nas maiores concentrações 

ensaiadas, reduziram em mais de 90% o burst de LPMNs quando ativados por H. pylori 

(Tabela 18, apresentada nos resultados). Entretanto, na menor concentração de 5 g/mL, 

considerando o ensaio ex-vivo, a (+)-catequina apresentou menor potencial antioxidante que a 

quercetina e o galato de metila (Tabela 18). Como relatado, diferenças estruturais entre 

compostos fenólicos podem determinar a maior ou menor capacidade do composto sequestrar 

EROs (TALEB-CONTINI et al., 2006). Particularmente para quercetina, a habilidade de 

capturar EROs é decorrente do número de grupos hidroxil livres, da presença de hidroxila na 

posição C3 do anel C e da dupla ligação na posição C2-C3 (KROL et al., 1996; SELLOUM et 

al., 2004), conforme também descrita para reduzir o DPPH. A ausência da dupla ligação no 

anel heterocíclico da (+)-catequina talvez possa justificar a menor competência desse 

composto em reduzir/inibir o burst oxidativo quando comparada a quercetina. 

 O luminol é uma sonda quimiluminescente capaz de monitorar a produção e liberação 

de EROs no meio extra e intracelular (visto a sua capacidade de entrar na células), assim a 

permeabilidade da membrana dos LPMNs às diferentes substâncias deve ser considerada 

nesse tipo de ensaio. Em decorrência das características estruturais, a quercetina e o galato de 

metila foram, entre os compostos fenólicos, os que apresentam, possivelmente, maior 
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capacidade de capturarem as EROs no meio intracelular, justificando sua atividade 

antioxidante nos ensaios ex vivo. 

É relatado que tanto a glicosilação de flavonóides como a ausência da 2,3-dupla 

ligação e do grupo 4-oxo no anel B dos flavanóis (catequinas), diminui a lipofilicidade desses 

compostos limitando suas concentrações intracelulares (WANG; JOSEPH, 1999; SPENCER 

et al, 2001; VUOTTO et al., 2003). Na concentração de 5 g/mL, os ensaios 

quimiluminescentes demonstraram que a quercetina apresenta capacidade antioxidante 

superior aos flavonóides glicosídicos, amentoflavona e catequina (como mencionado), que 

pode ser justificada pela sua, relativa, maior hidrofobicidade. Nos ensaios in vitro de redução 

do DPPH, a quercetina e catequina demonstraram capacidade antioxidante equivalente em 

todas as concentrações avaliadas. 
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Tabela 19 - Substâncias descritas em extratos apolares de espécies vegetais do Cerrado brasileiro 

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

N-alcanos    +          

triacontano    +          

dotriacontano    +          

Esteróides + +       + +  +  

-sitosterol          +  +  

Poliisoprenóides         +     

Terpenos + + + + +  +   + + + + 

ácido ursólico   + + +         

ácido oleanólico   + + +         

ácido betulínico   +         +  

ácido epi-betulínico              

-amirina     +        + 

-amirina     +        + 

-amirinona     +         

betulina            +  

friedelina          +  +  

lupeol    + +     + + + + 

lupenona          + + +  
1Ag = A. glandulosa (CALVO, 2007); 2At = A. triplinervia (CALVO, 2007); 3Ah = A. humile (YASUNAKA et al., 2008); 4Bb = B. basiloba (LIRA et al., 
2008); 5Bc = B. crassa (HIGUCHI et al., 2008; LEITE et al., 2008); 6Bi = B. intermedia; 7De = D. elliptica (MICHELIN et al., 2005; LOPES et a., 2007); 
8Gn = G. noxia; 9Mp = M. pusa (ANDREO et al., 2006); 10Qg = Q. grandiflora (NASSER, 2007); 11Qm = Q. multiflora (NASSER, 2007); 12Qp = Q. 
parviflora (NASSER, 2007); 13Sp = S. pseudoquina (da SILVA et al., 2005; SANTOS et al., 2006); 
(+) presença da substância no extrato; (   ) substância não relatada no extrato 
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Tabela 20 – Substâncias descritas em extratos polares de espécies vegetais do Cerrado brasileiro  

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

Ácidos fenólicos e derivados + + + + + + + +   +   

ácido gálico + + + + + + +    +   

galato de metila + + + + + +        

galato de etila +             

Ácido elágico e derivados  +            

Ácido 3,3’-di-O-metilelágico          +  +  

Ácido 3,3’-di-O-metilelágico-4-O--

glicopiranosídeo 

         + + +  

Ácido  

3-O-metilelágico-4’-ramnopirosídeo 

           +  

Ácido  3,3’,4-tri-O-metilelágico-4’-O-

β-D-glicopiranosídeo 

           +  

Alantoína        +      

Alcalóides + +           + 

N-1,N-2,N-3-triisopentenil guanidina +             

pteroginidina +             

3-hidroxi-enolato  

(nor-diidroflurocurarina) 

            + 

diabolina             + 

11-metoxidiabolina             + 

continua na página seguinte              
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continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

Catequinas   + + + + +  + +    

(+)-catequina   + + + +   +     

(-)-epicatequina     + + +  +     

galocatequina   +           

(-)-epigalocatequina galato     +         

Ciclitol        +      

3-O-metil-chiro-inositol (pinitol)        +      

Derivados do ácido galoil quínico   +            

Esqualeno          +    

Esteróides +   + +  + + +  +  +  

-sitosterol +         +    

-sitosterol glicosídeo          +  +  

sitostenona          +    

estigmasterol +             

Flavonóides + + + + + + + + + + + + + 

quercetina + +  + + + +  +    + 

mirecetina       +  +     

kampferol         +     

isorhamnetina             + 

metil derivado da isorhamnetina             + 

continua na página seguinte              
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continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

amentoflavona + + + + + +        

strychnobiflavona             + 

5,6,4’-tri-hidroxi-7-metoxi flavona         +     

Flavonóides glicosídicos + + + + + + + + + +   + 

quercetina-3-O--L-

arabinopiranosídeo 

+ +  + + + +  +     

quercetina-4’-O--D-

arabinopiranosídeo 

        +     

quercetina-3-O--D-

arabinopiranosídeo 

        +     

quercetina-3-O--L-

arabinofuranosídeo 

        +     

quercetina-3-O--D-

galactopiranosídeo 

+ + + + + + +  +     

quercetina-3-O--D-xilopiranosídeo         +     

quercetina-3-O-β-D-glucopiranosídeo + +       +     

quercetina-7-O-β-D-glucopiranosídeo  +            

quercetina-3-O-β-D-alopiranosídeo   +           

quercetina-3-O--L-ramnopiranosídeo +      +  +     

continua na página seguinte              
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continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

quercetina-3-O-(2”-O-galoil)-β-D-

glucopiranosídeo 

   +          

quercetina-3-O-(2”-O-galoil)-β-D-

galactopiranosídeo 

    + +        

quercetina-3-O-(2”-O-galoil)--L-

arabinopiranosídeo 

   + + +        

quercetina-3-O--L-ramnopiranosil-

(16)--D-galactopiranosídeo 

   +          

quercetina-3-O--L-ramnopiranosil-

(16)--D-glucopiranosídeo (rutina) 

  +    + + +    + 

quercetina-3-O--L-ramnopiranosil-

(13)-O-[-L-ramnopiranosil-

(16)]--D-alopiranosídeo 

   +          

quercetina 3-O-(2’’,6’’-O--L-

diramnopiranosil)--D-

glucopiranosídeo 

       +      

quercetina 3-O-(2’’,6’’-O--L-

diramnopiranosil)--D-

galactopiranosídeo 

       +      

continua na página seguinte 
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Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

quercetina 3-O-(2’’-O--D-

apiofuranosídeo-6’’-O--L-

ramnopiranosil)--D-glucopiranosideo 

       +      

quercetina 3-O-(2’’-O--D-

apiofuranosídeo-6’’-O--L-

ramnopiranosil)--D-

galactopiranosideo 

       +      

quercetina-3-O--D-glicopiranosil-

(61)-O--L-ramnopiranosídeo 

       +      

3’-metoxiquercetina-3-O--D-

galactopiranosil-(61)-O--L-

ramnopiranosídeo 

       +      

3’-metoxiquercetina-3-O--D-

glicopiranosil-(61)-O--L-

ramnopiranosídeo 

       +      

miricetina-3-O--L-ramnopiranosídeo +      +  +     

miricetina-3-O--D- ramnopiranosídeo         +     

miricetina-3-O--D-galactopiranosídeo       +  +     

miricetina-3-O--D-glicopiranosídeo       +  +     

kampferol-3-O-rutinosídeo +            + 

continua na página seguinte              



__________________________________________________________________________________________________________________________________   
 

                                                                                                                                                                                                                                                   Discussão  

 

107

continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

kampferol-3-O--L-ramnosídeo              

kampferol-3-O--D-

galactopiranosídeo 

        +     

kampferol-3-O--D-

arabinopiranosídeo 

        +     

kampferol-3-O--D-xilopiranosídeo         +     

kampferol-3-O--D-glicopiranosídeo         +     

kampferol-3-O--L-ramnopiranosil-

(61)--D-galactopiranosídeo 

        +     

kampferol-3-O--L-ramnopiranosil-

(61)--D-glicopiranosídeo 

        +     

dihidroxikampferol-3-O--D-

glucopiranosídeo 

        +     

dihidroxikampferol-3-O--D-

galactopiranosídeo 

        +     

kampferol 3-O--L-(4”-E-p-cumaroil)-

ramnosídeo 

         +    

kampferol 3-O--L-(4”Z-p-cumaroil)-

ramnosídeo 

         +    

isorhamnetina-3-O-rutinosideo        +      

continua na página seguinte              
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continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

isorhamnetina-3-O-(6”--D-

galactopiranosil)--L-

ramnopiranosídeo 

       +      

Isocumarínas + +            

ácido carboxílico da brevifolina + +            

Saponinas +  + +     +  + + +  

Taninos + + + + + + +  + + + +  

corilagina + +            

isocorilagina  +            

-D-glucogalina  +            

proantocianidina    +          

Terpenos +    +  + +  + + +  

ácido ursólico          +    

ácido oleanólico          +    

loliolida +             

fitol          +    

lupeol          +    

-amirina          +    

-amirina          +    

bellericagenina B            +  

continua na página seguinte              
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continuação              

Substâncias Ag1 At2 Ah3 Bb4 Bc5 Bi6 De7 Gn8 Mp9 Qg10 Qm11 Qp12 Sp13 

bellericasídeo B            +  

arjunglicosídeo            +  

28-nor-17,22- 

seco-2α,3β,19,22,23-pentaidroxi-Δ12-

oleanano 

           +  

1Ag = A. glandulosa (CONEGERO et al., 2003; LOPES, 2004; URREA-BULLA, et al., 2004; LOPES et al., 2005; CALVO, 2007; CALVO et al., 2007); 2At = A. 
triplinervia (BRACA et al., 2002; CALVO et al., 2006; CALVO, 2007; LIMA et al., 2008); 3Ah = A. humile (SERRA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005; 
LUIZ-FERREIRA, 2005; LUIZ-FERREIRA et al., 2008); 4Bb = B. basiloba (SANNOMIYA et al., 2006; LIRA et al., 2008); 5Bc = B. crassa (SANNOMIYA et 
al., 2003; SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005a; SANNOMIYA et al., 2005c; CARDOSO et al., 2006); 6Bi = B. intermedia (CARDOSO, 2006; 
SANNOMIYA et al., 2007); 7De = D. elliptica (CARLOS et al., 2005; MICHELIN et al., 2005; RINALDO et al., 2006); 8Gn = G. noxia (SEVERI et al., 2006a, 
b; SEVERI, 2007); 9Mp = M. pusa (ANDREO et al., 2006; SANTOS et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2008); 10Qg = Q. grandiflora (GASPI et al., 2006; 
HIRUMA-LIMA et al., 2006; NASSER, 2007; AYRES et al., 2008;11Qm = Q. multiflora (NASSER, 2007); 12Qp = Q. parviflora (NASSER et al., 2006; 
NASSER, 2007;); 13Sp = S. pseudoquina (NICOLETTI et al., 1984; da SILVA et al., 2005; SANTOS et al., 2006); 
(+) presença da substância no extrato; (   ) substância não relatada no extrato 
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que: 

 

 Os extratos, frações e mistura de triterpenos avaliados, obtidos de plantas do Cerrado 

brasileiro, apresentaram baixa citotoxicidade basal e menor potencial tóxico que os 

compostos fenólicos quercetina e (+)-catequina; 

 

 As espécies vegetais B. crassa e D. elliptica revelaram melhor atividade anti-H. pylori, 

entretanto, essa atividade não pode ser atribuída a uma única classe de compostos ou 

substância química presente nos extratos; 

 

 Considerando todas as concentrações ensaiadas, a atividade antioxidante in vitro, avaliada 

através da capacidade redutora de radical DPPH, de extratos, frações e substâncias isoladas 

não representa necessariamente o efeito desempenhado em sistema ex vivo quanto à 

capacidade de sequestar e/ou inibir o burst oxidativo de LPMNs ativados por H. pylori, 

conforme demonstrado em ensaios quimilumincescentes; 

 

 Algumas das espécies vegetais, tais como A. humile, Q. multiflora e Q. parviflora, 

tradicionalmente utilizadas no tratamento de distúrbios gástricos, apesar de apresentarem 

baixa atividade anti-H. pylori demonstraram grande capacidade de reduzir o burst oxidativo 

de LPMNs, o qual parece mediar a patogênese de doenças associadas a essa bactéria, 

justificando o seu emprego na medicina popular; 

 

 Dentre as espécies avaliadas, a B. crassa demonstrou maior potencial para o tratamento de 

doenças induzidas pelo H. pylori, por apresentar melhor atividade antibacteriana, baixa 

citotoxicidade e, especialmente, grande potencial antioxidante.  
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APÊNDICE A - Procedência de reagentes, preparo de meios e soluções 

A.1. Procedência de meios e reagentes 

Acumedia: caldo BHI, ágar Columbia; 

Cultilab: soro fetal bovino; 

Difco: caldo Mueller Hinton ágar, ágar Mueller Hinton; 

Genix: amoxicilina (lote F406087); 

Hipolabor: heparina sódica; 

Instituto Adolfo Lutz: meio Eagle; 

Merck: cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2 x 2 H2O), cloreto de 

magnésio hexahidratado (MgCl2 x 6 H2O), cloreto de sódio (NaCl), fosfato dibásico de sódio 

(Na2HPO4), fosfato dibásico de sódio dihidratado (Na2HPO4 x 2 H2O), fosfato monobásico de 

sódio monohidratado (NaH2PO4 x H2O), hidróxido de sódio (NaOH); 

Natural Pharma: metronidazol (lote W215279); 

Qhemis: ácido acético, álcool metílico PA, álcool etílico PA; 

Reagen: fosfato monobásico de potássio (KH2PO4); 

Sigma-Aldrich: DMSO, DPPH, Histopaque 1077, luminol sódico, quercetina, trolox, 

vermelho neutro, zymosan A; 

Zodiac: Tecnoplatin (cisplatina). 

 

A.2. Preparo de meios, soluções e reagentes 

A.2.1. Caldo BHI 

Hidratar 3,0 g do meio em 100 mL de água destilada ou deionizada, aquecer, distribuir 

em tubos e autoclavar por 15 minutos a 121ºC. Posteriormente, manter o meio sob refrigeração 

(4-8ºC). 
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A.2.2. Ágar Columbia 

 Hidratar 4,3 g de meio em 100 mL de água destilada ou deionizada, aquecer e 

esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121ºC. Para preparação do ágar sangue, resfriar meio 

estéril (45-50ºC) e assepticamente adicionar 10% de sangue de carneiro desfibrinado. 

 

A.2.3. Caldo Mueller Hinton 

Hidratar 2,1 g do meio em 100 mL de água destilada ou deionizada, aquecer, distribuir 

em tubos e autoclavar por 15 minutos a 121ºC. Posteriormente, manter o meio sob refrigeração 

(4-8ºC). 

 

A.2.4. Ágar Mueller Hinton 

Hidratar 3,8 g de meio em 100 mL de água destilada ou deionizada, aquecer e 

esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121ºC. Para preparação do ágar sangue, resfriar meio 

estéril (45-50ºC) e assepticamente adicionar 5% de sangue de carneiro desfibrinado. 

 

A.2.5. Solução salina tamponada (PBS) 25 vezes concentrada 

Solução A 

Na2HPO4 x 2 H2O......................................27,400 g 

água deionizada................q.s.p..................386 mL 

Solução B 

NaH2PO4 x H2O.........................................7,875 g 

água deionizada.................q.s.p.................114 mL 

 Preparar, inicialmente, as soluções A e B. Após completa dissolução dos sais, misturar 

as duas soluções e adicionar pouco menos de 500 mL de água deionizada. Ajustar o pH para 

7,2 utilizando solução de NaOH 4N, completar o volume para 1000 mL e autoclavar (121ºC, 
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15 min). Para preparação da solução tamponada de uso (PBS 0,01 M) utilizar 40 mL de tampão 

estoque, 8,5 g de NaCl e completar o volume para 1000 mL utilizando água deionizada. 

Ajustar o pH, se necessário, e autoclavar (121ºC, 15 min). Armazenar sob refrigeração (4-8ºC). 

 

A.2.6. Tampão PBS Dulbecco’s (PBSD) 

NaCl...........................................................8,00 g 

KCl.............................................................0,20 g 

Na2HPO4....................................................1,15 g 

KH2PO4......................................................0,20 g 

CaCl2 x 2 H2O.............................................0,10 g 

MgCl2 x 6 H2O............................................0,10 g 

Água deionizada.................q.s.p................1000 mL 

 Inicialmente, dissolver os quatro primeiros sais em aproximadamente 700 mL de água 

deionizada. Em outro recipiente dissolver o cloreto de cálcio e cloreto de magnésio em 

aproximadamente 200 mL de água. Adicionar, vagarosamente, essa solução ao conteúdo da 

primeira solução. Acertar o pH para 7,4, ajustar o volume para 1000 mL e esterilizar por 

filtração utilizando membrana de 0,22 µm. Manter o tampão sempre sob refrigeração (4 a 8ºC). 

Para preparação do PBSD sem cálcio não acrescentar CaCl2 à preparação. 

 

A.2.7. Solução de vermelho neutro 

Preparar solução estoque de vermelho neutro a 5 mg/mL em PBS (pH = 7,2) e estocar 

no escuro a 4ºC, pelo prazo máximo de quinze dias. 
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A.2.8. Glicogênio de ostra a 5 mg/mL 

Suspender 0,05 g de glicogênio de ostra 10 mL de solução salina 0,85% estéril no 

momento da inoculação. 

 

A.2.9. Suspensão de zymosan (35 mg/mL) 

 Suspender 0,035 g de zymosan em 5 mL de água deionizada estéril e ferver em banho-

maria até formação de uma pasta. Centrifugar por 1 minuto a 2000 rpm, desprezar o 

sobrenadante e ressuspender o sedimento em 1 mL de tampão PBSD. Aliquotar e manter à -

20ºC. Preparar suspensão de uso no momento da realização do ensaio quimiluminescente. 

 

A.2.10. Solução 10-2 M de luminol sódico 

 Dissolver 0,002 g de luminol sódico em 1 mL de tampão PBSD. Aliquotar a solução, 

mantendo a mesma à -20ºC e ao abrigo da luz. Preparar solução de uso no momento da 

realização do ensaio quimiluminescente.  
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APÊNDICE B - Padronização de técnica de microdiluição em caldo para determinação 

da CMI para H. pylori 

B.1. Avaliação do crescimento de H. pylori em diferentes caldos  

B.1.2. Metodologia 

 Cavidades de microplaca (96 cavidades) foram preenchidas com 100 L de caldo 

Mueller Hinton ou caldo BHI, suplementado com diferentes concentrações de soro fetal 

bovino, sobre os quais foi adicionado o mesmo volume da suspensão bacteriana (106 UFC/mL 

de BHI). Imediatamente, leitura espectrofotométrica, em 620 nm, foi realizada e a microplaca 

incubada a 36º-37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2. Após 48 e 72 horas novas leituras 

de absorvância foram realizadas. A absorvância das suspensões bacterianas obtidas no dia da 

incubação e após 48 e 72 horas foram descontadas da absorvância do meio de cultura. Os testes 

foram realizados em triplicata e repetidos, no mínimo, três vezes. 

 

B.1.2. Resultados 

 O crescimento de H. pylori, avaliado através de leitura espectrofotométrica, em caldo 

Mueller Hinton e caldo BHI suplementados ou não com diferentes concentrações de soro fetal 

bovino (5%, 7,5% e 10%) é apresentado nas Figuras B1 e B2, respectivamente. Os resultados 

demonstraram melhor crescimento do microrganismo em BHI acrescido de 10% de soro fetal 

bovino. Com base nesses resultados, caldo BHI suplementado com essa concentração de soro 

fetal bovino foi utilizado para avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos, frações, 

mistura de triterpenos e compostos isolados pela técnica de microdiluição em caldo. 
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Figura B1 - Crescimento de H. pylori em caldo Mueller Hinton () e Mueller Hinton 

suplementado com 5% (), 7,5% () e 10% () de soro fetal bovino 
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Figura B2 - Crescimento de H. pylori em caldo BHI () e BHI suplementado com 5% (), 

7,5% () e 10% () de soro fetal bovino 
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B.2. Determinação da CMI de amoxicilina e metronidazol para H. pylori pelo método de 

microdiluição em caldo e método de diluição em ágar 

B.2.1. Microdiluição em caldo 

B.2.1.1. Metodologia 

Cavidades de microplaca foram preenchidas com 100 L de caldo BHI suplementado com 

10% de soro fetal bovino contendo diferentes concentrações (0,06 a 256 g/mL) dos 

antimicrobianos amoxicilina e metronidazol, sobre os quais foi adicionado o mesmo volume 

da suspensão de H. pylori (106 UFC/mL de caldo BHI). Leitura espectrofotométrica em 620 

nm foi realizada e a microplaca incubada a 36º-37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2, 

por 72 horas. Após incubação, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica 

foi realizada em mesmo comprimento de onda. A primeira leitura teve por objetivo eliminar 

a absorvância inicial a ser descontada do valor obtido após incubação, com a finalidade de 

computar somente o crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em triplicata, 

acompanhados de crescimento controle (na ausência dos antibacterianos) e repetidos, no 

mínimo, três vezes. 

 

B.2.1.2. Resultados 

 O efeito da amoxicilina e metronidazol sobre o crescimento de H. pylori, determinado 

através de técnica de microdiluição em caldo, é apresentado na Figura B3. A CMI foi definida 

como a menor concentração do antibacteriano que inibiu o crescimento visível, sendo de 0,25 

g/mL e 128 g/mL para amoxicilina e metronidazol, respectivamente. 
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Figura B3 - Efeito de diferentes concentrações de amoxicilina () e metronidazol (■) no 

crescimento de H. pylori  

 

B.2.2. Microdiluição em ágar 

B.2.2.1. Metodologia 

 Para validar a técnica de microdiluição como descrita anteriormente, as CMIs da 

amoxicilina e metronidazol foram determinadas segundo método de diluição em ágar 

recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards – NCCLS, 

atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute – CLSI (NCCLS, 1999; 

OSATO et al., 2001; NCCLS, 2003). Cerca de 3 µL de uma suspensão bacteriana (H. pylori 

ATCC 43504), ajustada a uma densidade ótica de 0,38-0,40 a 620 nm (cerca de 108 UFC/mL), 

foram distribuídos na superfície de placas de Petri contendo ágar Mueller Hinton suplementado 

com 5% de sangue de carneiro e contendo diferentes concentrações de amoxicilina e 

metronidazol. As placas foram incubadas a 36º-37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2, por 

72 horas. A menor concentração do antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano em 
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meio sólido foi considerada a CMI. Os testes foram realizados em triplicata e repetidos, no 

mínimo, três vezes. 

 

B.2.2.2. Resultados 

 Crescimento bacteriano não foi observado em placas contendo ágar Mueller Hinton 

adicionado de amoxicilina e metronidazol na concentração de 0,125 g/mL (MIC) e 128 

g/mL (MIC), respectivamente. O valor da CMI obtido para amoxicilina através do método da 

diluição em ágar foi de uma diluição abaixo da obtida através da técnica espectrofotométrica, 

para o metronidazol a CMI foi igual em ambas as técnicas.  

 

B.3. Comentários 

 O valor da CMI para metronidazol através do método de microdiluição padronizado foi 

igual ao da técnica de diluição em ágar. Para amoxicilina, a CMI obtida pela técnica de 

diluição em ágar foi menor, em uma diluição, que a em caldo. Estudos revelam diferença em 

uma ou duas diluições para CMI obtida por diferentes técnicas, como diluição em ágar, caldo e 

E-test (PICCOLOMINI et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2004). 

 A CMI é a concentração mínima do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento 

bacteriano visível (NCCLS, 2003; KOBAYASHI et al., 2004). O teste de microdiluição 

padronizado apresentou confiabilidade como teste de triagem quanto à capacidade de 

demonstrar a inibição do crescimento de H. pylori. Nos ensaios realizados com extratos, 

frações, mistura de triterpenos e substâncias isoladas, diferenças nas absorvâncias do 

crescimento bacteriano na presença da amostra em relação ao crescimento controle foram 

utilizadas para calcular a porcentagem de inibição do crescimento de H. pylori. Os resultados 

foram considerados quantitativamente como CMI quando a diferença foi superior a 90%, visto 

que antagonistas presentes no meio podem permitir um ligeiro crescimento do microrganismo, 

conforme já descrito para trimetoprim e sulfonamida (NCCLS, 2003; ABBIODISK, 2007). 
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APÊNDICE C - Análise de regressão linear para determinação do IC50 

 Nos ensaios de citotoxicidade realizados com os extratos, frações, mistura de 

triterpenóides e compostos fenólicos, quando foi possível estabelecer uma reta de regressão 

linear, determinou-se o IC50. Coeficiente de correlação próximo a -1 demonstra a força de 

relação (inversa) entre duas variáveis (concentração e absorvância). A decisão de aceitar ou 

não a regressão foi realizada comparando-se o valor do F de significação com o nível de 

significação adotado (0,05). Para F de significação menor 0,05 a hipótese nula foi recusada, 

aceitando-se o processo de regressão linear. Nas Figuras C1 e C2 mostramos a análise de 

regressão obtida para um dos extratos e um dos compostos fenólicos estudados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



_________________________________________________________________________  
                                                                                                                              
                                                                                                                                  Apêndices 

 

159

 

0 100 200 300 400 500

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

A
bs

or
vâ

nc
ia

 (5
40

/6
20

 n
m

)

Concentração (g/mL)

 

Figura C1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentrações do extrato MeOH de G. noxia 

sobre células McCoy 

 
Análise de regressão linear - Guapira noxia (Extrato MeOH) 

Y = A + B * X 

Parameter  Value Error             t-Value             Prob>|t| 

                       --------------------------------------------------------------------------------- 

A 0,31944 0,02468 12,94547 9,95097E-4 

B -6,68667E-4 9,57567E-5 -6,98298 0,00603 

--------------------------------------------------------------------------------- 

R           R-Square(COD)    Adj. R-Square     Root-MSE(SD)        N 

--------------------------------------------------------------------------------- 

-0,97059 0,94204 0,92272 0,03785      5 

--------------------------------------------------------------------------------- 

Prob>F 

--------------------------------------------------------------------------------- 

0,00603 
--------------------------------------------------------------------------------- 
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Figura C2 - Efeito dose-resposta de diferentes concentrações da amentoflavona sobre células 

McCoy  

 

Análise de regressão linear - Amentoflavona  

Y = A + B * X 

 Parameter       Value  Error  t-Value             Prob>|t|  

--------------------------------------------------------------------------------- 

A 0,40241 0,01257 32,0105    <0.0001 

B -5,49733E-4 4,87832E-5 -11,26891     0,0015 

--------------------------------------------------------------------------------- 

 

R          R-Square(COD)   Adj. R-Square     Root-MSE(SD)      N 

--------------------------------------------------------------------------------- 

-0,98839 0,97692 0,96923 0,01928       5 

--------------------------------------------------------------------------------- 

Prob>F 

--------------------------------------------------------------------------------- 

0,0015 
--------------------------------------------------------------------------------- 
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APÊNDICE D - Efeito de diferentes concentrações de extratos, frações, mistura de 

triterpenos e compostos fenólicos sobre o crescimento de H. pylori 

As figuras D1 a D13 demonstram o efeito de diferentes concentrações dos extratos 

(polares e apolares), frações, mistura de triperpenos e compostos fenólicos sobre crescimento 

bacteriano (expresso através da absorvância em 620 nm) após período de incubação de 72 

horas. 
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Figura D1 - Efeito de diferentes concentrações de extrato CHCl3 () e MeOH () de (A) A. 

gladulosa e (B) A. triplinervia no crescimento de H. pylori 
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Figura D2 - Efeito de diferentes concentrações de extrato DCM () e MeOH () de A. humile 

no crescimento de H. pylori 

B A 



_________________________________________________________________________  
                                                                                                                              
                                                                                                                                  Apêndices 

 

162

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0 64 128 256 512 1024
A

bs
or

bâ
nc

ia
 (6

20
 n

m
)

Concentração (µg/mL)

 

Figura D3 - Efeito de diferentes concentrações de extrato CHCl3 () e MeOH () de D. 

elliptica no crescimento de H. pylori 
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Figura D4 - Efeito de diferentes concentrações de extrato CHCl3 () e MeOH () de (A) B. 

basiloba, (B) B. crassa e (C) B. intermedia no crescimento de H. pylori 
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Figura D5 - Efeito de diferentes concentrações de extrato CHCl3 () e MeOH () de G. noxia 

no crescimento de H. pylori 
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Figura D6 - Efeito de diferentes concentrações de extrato DCM () e MeOH () de M. pusa 

no crescimento de H. pylori 

 

 



_________________________________________________________________________  
                                                                                                                              
                                                                                                                                  Apêndices 

 

164

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0 64 128 256 512 1024

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (6
20

 n
m

)

Concentração (g/mL)   

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0 64 128 256 512 1024

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (6
20

 n
m

)

Concentração (g/mL)  

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0 64 128 256 512 1024

A
bs

or
bâ

nc
ia

 (6
20

 n
m

)

Concentração (g/mL)  

Figura D7 - Efeito de diferentes concentrações de extrato CHCl3 () e MeOH () de (A) Q. 

grandiflora, (B) Q. multiflora e (C) Q. parviflora no crescimento de H. pylori 
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Figura D8 - Efeito de diferentes concentrações de extrato DCM () e MeOH () de S. 

pseudoquina no crescimento de H. pylori 
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Figura D9 - Efeito de diferentes concentrações da fração aquosa () e fração AcOEt () de B. 

crassa no crescimento de H. pylori 
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Figura D10 - Efeito de diferentes concentrações da fração flavonoídica () e fração saponinas 

() de G. noxia no crescimento de H. pylori 
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Figura D11 - Efeito de diferentes concentrações da fração alcaloídica (), fração intermediária 

() e fração flavonoídica (▲) de S. pseudoquina no crescimento de H. pylori 
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Figura D12 - Efeito de diferentes concentrações de amentoflavona (), catequina (), galato 

de metila (▲), quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo (), quercetina-3-O--

D-galactopiranosídeo () e quercetina () no crescimento de H. pylori 
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Figura D13 - Efeito de diferentes concentrações da mistura de triterpenos (-amirina e          

-amirina) (●) e quercetina (●) no crescimento de H. pylori 
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APÊNDICE E - Análise de regressão linear para determinação da CE50 

 Nos ensaios de redução do radical DPPH pelos extratos, frações, mistura de triterpenos 

e compostos fenólicos, quando foi possível estabelecer uma reta de regressão linear, 

determinou-se a CE50. A Figura E1 apresenta um gráfico onde foi possível a determinação da 

CE50 e a Figura E2 um gráfico onde não foi possível realizar análise de regressão linear para 

determinação da CE50. 
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Figura E1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentrações do extrato MeOH de G. noxia 

sobre o radical DPPH  

 
Análise de regressão linear - Guapira noxia (extrato MeOH) 
Y = A + B * X 
Parameter  Value Error               t-Value       Prob>|t| 

                     -------------------------------------------------------------------------------------- 
A 95,1136 2,29333    41,47401          <0,0001 
B -1,02291 0,05779   -17,70149          <0,0001 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
R R-Square(COD) Adj. R-Square    Root-MSE(SD)      N 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
-0,99212 0,98429 0,98115         4,09487           7 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
Prob>F 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
<0,0001 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
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Figura E2 - Efeito dose-resposta de diferentes concentrações do extrato CHCl3 de Davilla 

elliptica sobre o radical DPPH 

 

Análise de regressão linear – D. elliptica noxia (extrato CHCl3) 
Y = A + B * X 
Parameter  Value Error               t-Value       Prob>|t| 

                     -------------------------------------------------------------------------------------- 
A 0,29875 0,00401 74,48431         <0.0001 
B -0,00206 7,94279E-4 -2,58795           0,04133 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
R R-Square(COD) Adj. R-Square    Root-MSE(SD)      N 
-------------------------------------------------------------------------------------- 

                    -0,62627               0,52747            0,4487        0,00515            8 

-------------------------------------------------------------------------------------- 
Prob>F 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
0,06133 
-------------------------------------------------------------------------------------- 
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APÊNDICE F - Redução do radical DPPH por extratos apolares, polares, mistura de 

triterpenos e compostos fenólicos 
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Figura F1 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de (A) 

A. gladulosa e (B) A. triplinervia 
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Figura F2 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de        

A. humile 

 

 

A B 



_________________________________________________________________________  
                                                                                                                              
                                                                                                                                  Apêndices 

 

170

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
ed

uç
ão

 d
o 

ra
di

ca
l D

PP
H

 (%
)

Concentração (g/mL)

10080504010 205

  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
ed

uç
ão

 d
o 

ra
di

ca
l D

PP
H

 (%
)

Concentração (g/mL)

10080504010 205

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
ed

uç
ão

 d
o 

ra
di

ca
l D

PP
H

 (%
)

Concentração (g/mL)
10080504010 205

 

Figura F3 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de (A) 

B. basiloba, (B) B. crassa e (C) B. intermedia 
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Figura F4 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de       

D. elliptica 
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Figura F5 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de       

G. noxia 
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Figura F6 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de       

M. pusa 
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Figura F7 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de (A) 

Q. grandiflora, (B) Q. multiflora e (C) Q. parviflora 
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Figura F8 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato CHCl3 de        

S. pseudoquina 

A B 

C 
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Figura F9 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de (A) 

A. gladulosa e (B) A. triplinervia 
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Figura F10 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de     

A. humile 
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Figura F11 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de (A) 

B. basiloba, (B) B. crassa e (C) B. intermedia 
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Figura 12 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de       

D. elliptica 

A B 

C 
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Figura F13 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de     

G. noxia 
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Figura F14 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de    

M. pusa 
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Figura 15 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de (A) 

Q. grandiflora, (B) Q. multiflora e (C) Q. parviflora 
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Figura F16 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de extrato MeOH de      

S. pseudoquina 

A B 

C 
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Figura F17 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações da fração (A) aquosa e 

(B) AcOEt de  B. crassa  
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Figura F18 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações da fração (A) 

flavonoídica e (B) saponinas de G. noxia 
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Figura F19 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações da fração (A) alcaloídica, 

(B) intermediária e (C) flavonoídica de S. pseudoquina 
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Figura F20 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações da mistura de 

triterpenóides 

A B 

C 
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Figura F21 - Redução do radical DPPH por diferentes concentrações de (A) amentoflavona, 

(B) (+)-catequina, (C) galato de metila, (D) quercetina 3-O--L-

arabinopiranosídeo, (E) quercetina 3-O--D-galactopiranosídeo e (F) quercetina  
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APÊNDICE G - Cinética dos ensaios quimiluminescentes dependente de luminol em 

LPMNs estimulados com H. pylori  

As cinéticas de emissão de luz (F1 a F26) obtidas para os extartos MeOH, frações e 

compostos fenólicos são representativas de, no mínimo, três experimentos independentes. 

 

Cinética G1 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de A. glandulosa 
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 H. pylori + 50g/mL extrato A. glandulosa
 H. pylori + 5 g/mL extrato A. glandulosa
 linha de base

Q
L

 (m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 43,7 0,52 x 105
 ± 2197 82,4 < 0,05* 

50 38,5 0,54 x 105
 ± 2279 81,6 < 0,05* 

5 64,5 2,32 x 105
 ± 9838 21,6 < 0,05* 

controle 84,4 2,96 x 105
 ± 12542 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

Adição do extrato 
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Cinética G2 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de A. triplinervia 
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Q
L 

(m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 27,3 0,23 x 105
 ± 1144 90,2 < 0,05* 

50 28,3 0,26 x 105
 ± 1301 88,9 < 0,05* 

5 42,6 1,67 x 105
 ± 8245 28,6 < 0,05* 

controle 64,3 2,34 x 105
 ± 11565 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G3 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de A. humile 
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 H. pylori + 5 g/mL extrato A. humile
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Q
L 

(m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 33,4 0,11 x 105
 ± 1113 95,0 < 0,05* 

50 30,7 0,21 x 105
 ± 2047 90,5 < 0,05* 

5 48,1 2,00 x 105
 ± 8077 9,1 > 0,05 

controle 57,0 2,20 x 105
 ± 13718 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G4 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de B. basiloba 
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Q
L 

(m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 19,3  0,19 x 105
 ± 464 93,4 < 0,05* 

50 19,0 0,30 x 105
 ± 2376 89,7 < 0,05* 

5 74,1 2,92 x 105
 ± 8077 0 > 0,05 

controle 74,1 2,90 x 105
 ± 3502 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G5 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de B. crassa 
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 H. pylori
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 H. pylori + 50g/mL extrato B. crassa
 H. pylori + 5 g/mL extrato B. crassa
 linha de base

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 35,1 0,10 x 105
 ± 956 96,8 < 0,05* 

50 40,5 0,22 x 105
 ± 1982 93,0 < 0,05* 

5 55,5 2,19 x 105
 ± 20163 30,5 < 0,05* 

controle 78,3 3,15 x 105
 ± 22334 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 
 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G6 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de B. intermedia 
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Q
L

 (m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 34,2 0,37 x 105
 ± 2373 74,1 < 0,05* 

50 39,3 0,57 x 105
 ± 3648 60,1 < 0,05* 

5 46,0 1,22 x 105
 ± 7767 14,6 > 0,05 

controle 51,0 1,43 x 105
 ± 9123 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G7 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de D. elliptica 
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Q
L

 (m
V

)

Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 27,1 0,16 x 105
 ± 891 94,6 < 0,05* 

50 26,1 0,29 x 105
 ± 1651 90,3 < 0,05* 

5 65,3 2,80 x 105
 ± 15811 6,0 > 0,05 

controle 71,0 2,98 x 105
 ± 16869 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G8 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de G. noxia 
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Q
L 

(m
V

)

Tempo (minutos)

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 35,0 1,55 x 105
 ± 4391 35,4 < 0,05* 

50 39,7 1,71 x 105
 ± 4842 28,8 < 0,05* 

5 49,8 1,89 x 105
 ± 5340 21,3 < 0,05* 

controle 58,6 2,40 x 105
 ± 6787 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

Adição do extrato



_________________________________________________________________________  
                                                                                                                              
                                                                                                                                  Apêndices 

 

188

 

Cinética G9 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de M. pusa 
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Q
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 (m
V

)

Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 41,4 0,16 x 105
 ± 459 93,0 < 0,05* 

50 47,6 0,18 x 105
 ± 520 92,2 < 0,05* 

5 50,0 2,30 x 105
 ± 4127 0 > 0,05 

controle 53,3 2,30 x 105
 ± 4038 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

Adição do extrato 
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Cinética G10 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de Q. grandiflora 
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(m
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Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 28,1  0,14 x 105
 ± 765 93,6 < 0,05* 

50 29,1 0,15 x 105
 ± 867 93,1 < 0,05* 

5 48,7 1,95 x 105
 ± 6878 10,5 > 0,05 

controle 50,3 2,18 x 105
 ± 7691 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G11 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de Q. multiflora 
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Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 36,5 0,13 x 105
 ± 1117 95,0 < 0,05* 

50 30,3 0,17 x 105
 ± 1432 93,5 < 0,05* 

5 35,7 1,37 x 105
 ± 11586 47,3 < 0,05* 

controle 63,5 2,60 x 105
 ± 22417 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G12 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de Q. parviflora 
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 (m
V

)

Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 31,3 0,11 x 105
 ± 931 95,0 < 0,05* 

50 27,0 0,14 x 105
 ± 1194 93,6 < 0,05* 

5 31,2 1,14 x 105
 ± 9655 48,0 < 0,05* 

controle 54,3 2,20 x 105
 ± 18681 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G13 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de extrato 

MeOH de S. pseudoquina 
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Q
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 (m
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)

Tempo (minutos)

 

 

Extrato 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 65,1 2,50 x 105
 ± 21491 0 > 0,05 

50 65,2 2,50 x 105
 ± 17907 0 > 0,05 

5 65,2 2,33 x 105
 ± 16466 4 > 0,05 

controle 67,8 2,43 x 105
 ± 17202 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G14 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

aquosa de B. crassa 
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Q
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 (m
V

)

Tempo (minutos)

 

 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 45,9 0,24 x 105
 ± 1674 91,7 < 0,05* 

50 33,6 0,21 x 105
 ± 1451 92,7 < 0,05* 

5 65,3 2,69 x 105
 ± 19010 6,6 > 0,05 

controle 66,4 2,88 x 105
 ± 20382 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G15 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

AcOEt de B. crassa 
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(m
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)

Tempo (minutos)

 

 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 24,7 0,47 x 105
 ± 2985 83,5 < 0,05* 

50 24,6 0,66 x 105
 ± 4195 76,8 < 0,05* 

5 67,6 2,72 x 105
 ± 17338 4,2 > 0,05 

controle 66,4 2,84 x 105
 ± 18054 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G16 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

flavonoídica de G. noxia 
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 H. pylori + 5 g/mL fração flavonoídica G. noxia
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Q
L

 (m
v)

Tempo (minutos)

  

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 22,6 0,90 x 105
 ± 2559 65,1 < 0,05* 

50 35,2 1,48 x 105
 ± 4199 42,6 < 0,05* 

5 53,0 2,20 x 105
 ± 6225 14,7 < 0,05* 

controle 65,0 2,58 x 105
 ± 7289 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G17 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

saponinas de G. noxia 
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Tempo (minutos)

 
 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 35,4 1,57 x 105
 ± 5550 34,9 < 0,05* 

50 47,3 1,86 x 105
 ± 6562 22,8 < 0,05* 

5 53,7 2,38 x 105
 ± 8401 1,2 > 0,05 

controle 55,8 2,41 x 105
 ± 8528 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

 

 

Adição da fração 
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Cinética G18 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

alcaloídica de S. pseudoquina 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

0

10

20

30

40

50

60

70

 H. pylori
 H. pylori + 100 g/mL fração alcaloídica  S. pseudoquina 
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 H. pylori + 5 g/mL fração alcaloídica  S. pseudoquina
 linha de base

Q
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 (m
V

)

Tempo (minutos)

 

 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 52,6 1,82 x 105
 ± 9028 18,7 > 0,05 (0,054) 

50 49,9 1,86 x 105
 ± 9197 16,9 > 0,05 (0,06) 

5 59,0 2,32 x 105
 ± 13159 0 > 0,05 

controle 55,8 2,24 x 105
 ± 11082 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G19 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

intermediária de S. pseudoquina 
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Q
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(m
V

)

Tempo (minutos)

 
 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 30,5 1,10 x 105
 ± 3087 55,1 < 0,05* 

50 28,1 1,26 x 105
 ± 3576 48,6 < 0,05* 

5 60,4 2,45 x 105
 ± 6936 0 > 0,05 

controle 62,1 2,45 x 105
 ± 6928 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G20 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de fração 

flavonoídica de S. pseudoquina 
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 H. pylori + 50g/mL fração flavonoídica  S. pseudoquina
 H. pylori + 5 g/mL fração flavonoídica  S. pseudoquina
 linha de base

Q
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(m
V

)

Tempo (minutos)

 

Fração 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 22,6 0,94 x 105
 ± 2659 61,6 < 0,05* 

50 29,3 1,02 x 105
 ± 2879 58,4 < 0,05* 

5 29,3 1,18 x 105
 ± 3332 51,8 < 0,05* 

controle 62,0 2,45 x 105
 ± 6929 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G21 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de 

amentoflavona 
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 H. pylori + 1 g/mL amentoflavona
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Q
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 (m
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)

Tempo (minutos)

 
 

Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 37,2 1,13 x 105
 ± 2407 56,2 < 0,05* 

50 41,8 1,76 x 105
 ± 3760 31,8 < 0,05* 

5 52,7 2,15 x 105
 ± 4355 16,7 < 0,05* 

1 64,1 2,44 x 105
 ± 5173 5,4 > 0,05 

controle 70,3 2,58 x 105
 ± 5482 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

 

Adição da 
substância 
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Cinética G22 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de catequina 
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Tempo (minutos)

  
 

Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 23,8 0,05 x 105
 ± 70 97,8 < 0,05* 

50 35,4 0,10 x 105
 ± 146 95,5 < 0,05* 

5 44,3 1,6 x 105
 ± 2297 28,3 < 0,05* 

1 53,5 2,37 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

controle 58,3 2,23 x 105
 ± 3363 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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substância 
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Cinética G23 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de galato de 

metila 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

0

10

20

30

40

50

60

70

 H. pylori
 H. pylori + 100 g/mL galato de metila  
 H. pylori + 50 g/mL galato de metila
 H. pylori + 5 g/mL galato de metila
 H. pylori + 1 g/mL galato de metila
 linha de base

Q
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 (m
V
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Tempo (minutos)

 
 

Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE1 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) 

valor-P 

100 39,3 0,16 x 105
 ± 455 94,2 < 0,05* 

50 35,8 0,15 x 105
 ± 423 94,5 < 0,05* 

5 37,9 0,74 x 105
 ± 2094 73,1 < 0,05* 

1 59,3 2,62 x 105
 ± 7404 4,7 > 0,05 

controle 63,9 2,75 x 105
 ± 7764 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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substância 
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Cinética G24 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de quercetina-3-

O--L-arabinopiranosío 
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 H. pylori + 1 g/mL quercetina-3-O--L-arabinopiranosídeo
 linha de base
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Tempo (minutos)

 

 

Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 28,4 0,87 x 105
 ± 1852 63,0 < 0,05* 

50 31,9 1,36 x 105
 ± 2893 42,1 < 0,05* 

5 52,7 2,14 x 105
 ± 4355 8,9 < 0,05* 

1 64,1 2,43 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

controle 63,9 2,35 x 105
 ± 4984 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G25 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de quercetina-3-

O--D-galactopiranosío 
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 H. pylori + 1 g/mL quercetina-3-O--D-galactopiranosídeo
 linha de base
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Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 31,3 0,95 x 105
 ± 1852 59,6 < 0,05* 

50 35,2 1,50 x 105
 ± 2893 36,2 < 0,05* 

5 53,8 2,18 x 105
 ± 4355 7,2 > 0,05 

1 65,4 2,47 x 105
 ± 5173 0 > 0,05 

controle 63,9 2,35 x 105
 ± 4984 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 
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Cinética G26 - Quimiluminescência dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e 

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentrações de quercetina 
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)

Tempo (minutos)

 
 

Substância 
(g/mL) 

ΔQL para IME1 

(mV) 
ΔQL para ICE2 

(valor da integral) 
Redução na 
integral (%) valor-P 

100 36,1 0,13 x 105
 ± 499 94,8 < 0,05* 

50 38,1 0,15 x 105
 ± 578 94,0 < 0,05* 

5 38,3 0,18 x 105
 ± 1101 92,7 < 0,05* 

1 36,9 1,11 x 105
 ± 3211 55,2 < 0,05* 

controle 55,2 2,48 x 105
 ± 5987 - - 

Variação da quimiluminescência (ΔQL) para 1intensidade máxima de emissão (IME) e 
2integral da cinética de emissão (ICE); *Diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) 

 

Adição da 
substância 
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ANEXO - Parecer Comitê de Ética para os experimentos com animais 

 A utilização de ratos para a obtenção de neutrófilos é um procedimento amplamente 

aceito e descrito na literatura científica, pois tais células são facilmente obtidas destes 

animais, após a inoculação de glicogênio de ostra, possibilitando o estudo das funções 

imunológicas dessas células. Para isso, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e, 

após a morte, o peritônio dos mesmos foi exposto através da retirada da pele com auxílio de 

pinças e tesoura. Em seguida foi colhido o exsudato peritoneal utilizando como veículo 20 mL 

de PBS estéril. As células obtidas foram utilizadas nos testes quimiluminescentes propostos 

no projeto. Após a coleta do exsudato peritoneal os animais mortos foram encaminhados para 

incineração. O parecer (05/2008) do Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Araraquara aprovando os experimentos com animais encontra-se anexado a seguir, sendo o 

relatório das atividades já encaminhado ao Comitê de Ética e Pesquisa. 
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