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“Pode ser que um dia deixemos de nos falar...
Mas, enquanto houver amizade,

Faremos as pazes de novo.

Pode ser que um dia o tempo passe...
Mas, se a amizade permanecer,

Um de outro se ha de lembrar.

Pode ser que um dia nos afastemos...
Mas, se formos amigos de verdade,

A amizade nos reaproximara.

Pode ser que um dia ndo mais existamos...
Mas, se ainda sobrar amizade,

Nasceremos de novo, um para o outro.

Pode ser que um dia tudo acabe...

Mas, com a amizade construiremos tudo novamente,
Cada vez de forma diferente.

Sendo Unico e inesquecivel cada momento

Que juntos viveremos e nos lembraremos para sempre.

Ha duas formas para viver a sua vida:
Uma é acreditar que ndo existe milagre.
A outra é acreditar que todas as coisas sdo um milagre.”

(Albert Einstein)
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RESUMO

Helicobacter pylori €, atualmente, reconhecido como o principal fator de risco para
desenvolvimento da gastrite cronica e Ulcera péptica. A resposta inflamatéria decorrente da
infeccdo por essa bactéria induz alteracBes patolégicas no microambiente gastrico, com a
liberacdo de citocinas e de grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
células inflamatdrias, especialmente neutréfilos, que contribuem para a injdria da mucosa e
desenvolvimento de cancer gastrico. Neste trabalho, a citotoxicidade basal, atividade anti-H.
pylori e antioxidante de extratos (apolares e polares), fragdes, mistura de triterpenos (o-
amirina e B-amirina) e compostos fendlicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila,
quercetina-3-O-o-L-arabinopiranosideo e quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo) obtidos de
plantas do Cerrado brasileiro, empregadas popularmente no tratamento de distdrbios
gastrintestinais, foram determinadas pela técnica do vermelho neutro, microdiluicdo em caldo,
reducdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) e quimiluminescéncia dependente de
luminol, respectivamente. As preparag0es vegetais (extratos, fragdes e mistura de triterpenos)
apresentaram baixo potencial citotoxico para a linhagem celular empregada (McCoy). Dentre
os compostos fenolicos, quercetina (padrdo comercial) e (+)-catequina apresentaram maior
citotoxicidade quando comparadas aos extratos, fracdes e mistura de triterpenos. As espécies
Byrsonima crassa (Malpighiaceae) e Davilla elliptica (Dilleniaceae) demonstraram maior
potencial para o tratamento de doengas induzidas pelo H. pylori por proporcionarem maior
atividade antibacteriana (concentracdo minima inibitoria = 1024 pg/mL), entretanto fracbes
enriquecidas e substancias isoladas ndo foram conclusivas para o reconhecimento de grupos
ou compostos que pudessem inferir a mesma capacidade de inibicdo do crescimento
bacteriano que a obtida para os extratos. A atividade antioxidante in vitro, pelo teste do

DPPH, ndo representou, necessariamente, o efeito desempenhado pelas preparacfes no



sistema ex vivo (ensaio quimiluminescente). Anacardium humile (Anacardiaceae), Qualea
multiflora e Qualea parviflora (Dilleniaceae), apesar de ndo apresentarem atividade anti-H.
pylori, mostraram alta capacidade de sequestar e/ou inibir a producdo de EROs induzidas por
essa bactéria. Dentre os compostos fendlicos, galato de metila e quercetina foram os que
apresentaram maior atividade antioxidante. Em decorréncia do stress oxidativo mediado por
neutrofilos estar envolvido na patogénese das doencas gastricas, nossos resultados
demonstram o potencial antiulcerogénico de algumas plantas medicinais brasileiras, os quais

sdo concordantes com dados etnofarmacoldgicos.

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 (a-amirin and [-amirin) and phenolic compounds
(amentoflavone, (+)-catechin, methyl gallate, quercetin 3-O-a-L-arabinopyranoside and
quercetin-3-O-p-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 pg/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
préaticas medicas que se desenvolvem numa dindmica prépria, com base no conhecimento
empirico herdado dos antepassados, onde as plantas desempenhavam importante papel na
preparacdo de medicamentos. Assim, 0 uso de espécies vegetais, com a finalidade de curar
doengas, remonta ao inicio da civilizacéo, a partir do momento em que o homem despertou
sua consciéncia e comegou a utilizar e modificar 0s recursos naturais para seu proprio
beneficio (Di STASI, 1995).

A histéria do desenvolvimento das civilizagbes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e como fonte
de alimentos, merecendo destaque a civilizagdo Egipcia, Greco-Romana e Chinesa. A
medicina tradicional chinesa se desenvolveu com tal grandiosidade que, até hoje, muitas
espécies vegetais e preparaces de uso medicinal sdo estudadas, na tentativa de se descobrir
novas substancias ativas com atividades farmacologicas (VIEGAS et al., 2006). Enciclopédia
da medicina tradicional chinesa, datada de 1977, lista mais de 5.500 fontes naturais, das quais
82,8% sdo plantas, que constituem a base de mais de 100.000 prescricbes (ZHU;
WOERDENBAG, 1995; HOESSEL et al., 1999).

No Brasil, desde os primeiros habitantes que aqui chegaram, tém-se relatos da
utilizacdo de plantas como fonte de alimentos e medicamentos. Contudo, as primeiras
informacdes sobre os habitos indigenas quanto ao uso de plantas para tratamento de doencas
s6 comegaram a ser propagadas com o inicio da colonizacdo portuguesa (ALMEIDA et al.,
2008). Entre os anos de 1560 a 1580, os jesuitas descreveram em suas cartas, encaminhadas a
Portugal, vérias plantas comestiveis e medicinais do Brasil. O padre José de Anchieta relatou
0 emprego, pelos indios brasileiros, da horteld pimenta (Mentha piperita) no tratamento de

distarbios digestivos, de doengas nervosas (acdo calmante) e para aliviar nevralgias, bem
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como, a acdo emética da ipecacuanha ou ipeca (Psychotria ipecacuanha) e as propriedades
anti-séptica, antiinflamatéria e cicatrizante do 6leo ou béalsamo copaiba (Copaifera sp)
(CALAINHO, 2005; VEIGA Jr et al., 2005; ERVAS DO SITIO, 2009). Publicaces recentes
confirmam a atividade antiinflamatéria da copaiba (RAMOS et al., 2006a; RAMOS et al.,
2006b).

A prética milenar do uso de plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras e
obstaculos durante o seu processo evolutivo e chegou, até os dias atuais, como fonte de
recurso terapéutico empregado por grande parte da populagéo de diferentes paises (Di STASI,
1995). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 60% da populacdo
mundial faz uso de tratamentos ou medicamentos recomendados pela medicina popular, sendo
esse indice ainda maior em paises emergentes (WHO, 2000a; WHO, 2002a,b).

Dentre os fatores que definem o emprego popular das plantas, nos cuidados com a
saude, destacam-se os altos precos dos medicamentos quimicamente definidos, a crenca
quanto a atividade terapéutica e auséncia de efeitos colaterais das preparagdes vegetais por
grande parte da populagdo (RATES, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001; VIEIRA et al., 2007).
Segundo a OMS, “o uso tradicional de plantas medicinais tem seus beneficios comprovados,
mas precisa ser tratado com as mesmas precau¢des que as da medicina alopatica tradicional”
(Da SILVA, 2007; De FRANCA et al., 2008). A literatura demonstra que metabolitos
secundarios isolados de plantas podem apresentar alta toxicidade como, por exemplo, 0s
glicosideos digitalicos isolados de plantas do género Digitalis (YUNES; CALIXTO, 2001;
SIMOES et al., 2003).

A industria de produtos fitoterapicos tem apresentado, em geral, um crescimento anual
em seus lucros de 25% (FETROW; AVILA, 2000). Em muitos paises o interesse da
populacdo pelas terapias naturais, incluindo o uso de plantas medicinais e medicamentos

fitoterdpicos, tem aumentado enormemente (WHO, 2000b; IGNATTI et al, 2006).
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PublicacOes relatam que, nos ultimos 25 anos, mais de 20% das prescri¢cdes dispensadas nos
Estados Unidos estavam relacionadas a medicamentos que apresentam principios 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 pais permite vasta
tradigio no uso de fitoterapicos (V1ZOSO et al., 2000); na Africa do Sul, o uso medicinal de
plantas movimenta varios setores da economia (VERSCHAEVE et al., 2004); na Alemanha,
vérios fitoterdpicos ja foram regulamentados, mantendo esse pais como um dos maiores
mercados mundiais de drogas de origem vegetal (FETROW; AVILA, 2000; EPOCA, 2004).
No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o consumo de
plantas medicinais, vendidas em feiras livres, e de medicamentos fitoterapicos
comercializados em farméacias e drogarias, movimenta um mercado de 500 milhGes de reais
por ano (VIEIRA, 2007). De acordo com a Associacdo Brasileira das Empresas do Setor
Fitoterapico, Suplemento Alimentar e de Promog&o da Saude (ABIFISA), antiga Associa¢do
Brasileira da Industria Fitoterapica (ABIFITO), considerando toda a cadeia produtiva, o setor
fitoterdpico movimenta um bilh&o de reais por ano e emprega mais de 100 mil pessoas no pais
(ABIFISA, 2008). Embora o Brasil seja um dos maiores consumidores mundiais de
medicamentos, possua grande riqueza natural e um amplo patriménio étnico-cultural, o
mercado farmacéutico brasileiro ainda é dominado por multinacionais ou por industrias de

capital ndo 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 dimenséo
continental e a grande variagdo geomorfoldgica e climatica, abriga sete biomas, 49
ecorregides e um numero incalculavel de ecossistemas. Segundo o Instituto Brasileiro do

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), os biomas brasileiros séo:
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Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal, Costeiros e Campos Sulinos ou

Pampas (Figura 1) (IBAMA, 2008; IBGE, 2008).
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Figura 1 - Biomas brasileiros

(Fonte: IBAMA, 2008)

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em area apenas pela
Amazbnia, ocupando 21% do territorio 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 numero de plantas vasculares (vegetais superiores) é superior aquele encontrado na maioria
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das regides do mundo; plantas herbéceas, arbustivas, arboreas e cipds somam mais de 7.000
espécies (MENDONCGCA et al., 1998). No Cerrado, 44% da flora é endémica, 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 farmacoldgico de plantas, ja utilizadas pela
populacédo, para o tratamento de diferentes doencas.

Os estudos das plantas medicinais, principalmente a partir dos anos 80, tiveram uma
reorientacdo, inclusive no Brasil, devido ao surgimento de novos métodos analiticos 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, introducdo de testes in vitro que mimetizam situa¢des analogas in vivo, entre
tanto outros, também determinaram o ressurgimento do interesse na investigacao de produtos
naturais, perdido durante a década de 60, como possivel fonte de novos prototipos para
indUstria farmacéutica (YUNES et al., 2001; SCHENKEL et al., 2003). Em decorréncia do
progresso tecnoldgico alcancado por técnicas cromatogréficas e de elucidagdo estrutural, a
possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de espécies vegetais €, portanto,
imensuravel (GURBUZ et al., 2002).

Atualmente, apesar do volume de publicagdes, sabe-se que a pesquisa envolvendo
plantas medicinais é complexa e apresenta um carater multidisciplinar, principalmente quando
0 objetivo é avaliar diferentes acOes bioldgicas e farmacoldgicas, bem como isolar substancias
ativas Uteis para a terapéutica (SOUZA-BRITO, 1996; MACIEL et al., 2002; FERREIRA,
2005). Além da multidisciplinaridade, o sucesso das pesquisas com plantas depende da
selecdo adequada das espécies a serem estudadas. A escolha com base no conhecimento
popular (etnofarmacologia) é importante devido ao acUmulo, muitas vezes milenar, de

informacOes sobre o emprego de determinadas plantas no tratamento de doengas (HOLETZ et
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al., 2002). Todavia, a selecdo com base em pesquisas ja publicadas, que descrevem o perfil
fitoquimico e acbes terapéuticas de um mesmo género ou familia, pode aumentar a
possibilidade de encontrar espécies com atividade farmacoldgica e isolar novas substancias
biologicamente ativas.

Como mencionado, um grande nimero de plantas vasculares € relatado no Brasil
Central, as quais estdo incluidas em cerca de 150 familias (MENDONCA et al., 1998;
MIRANDA et al., 2006). Estudo etnofarmacoldgico realizado no Cerrado demonstrou um
grande nimero de espécies vegetais utilizada no tratamento de diferentes afecgBes,
especialmente transtornos gastrintestinais, como gastrite e Ulceras pépticas (gastricas e
duodenais) (SILVA et al., 2000). Vérios géneros, 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, vém
sendo analisados quanto ao perfil fitoquimico e diferentes atividades bioldgicas (anti-ulcera,
antioxidante, analgésica, antiinflamatéria, antimicrobiana, imunomodulatdria, citotdxica,
mutagénica e anti-mutagénica) 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 séo utilizadas na medicina popular no tratamento de infec¢des
cuténeas, diarréias e disfungbes gastricas, incluindo Ulceras (SILVA et al., 2001;
SANNOMIYA et al., 2003; SANNOMIYA et al., 2005a). Estudos fitoquimicos realizados
com extratos e infusBes dessa espécie demonstraram a presenca de alguns compostos
biologicamente ativos como quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, amentoflavona, (+)-catequina e (-)-epicatequina (SANNOMIYA et al.,

2004; SANNOMIYA et al., 2005a; SANNOMIYA et al, 2005b). O potencial
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antiulcerogénico de extrato metandlico (extrato MeOH) obtido de folhas de B. crassa foi
relacionado a presenca de flavondides (SANNOMIYA et al., 2005a). Recente publicacéo,
utilizando modelo de Ulcera induzida por etanol (EtOH), &cido cloridrico/etanol (HCI/EtOH) e
antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) em animais, demonstrou que o extrato MeOH de
folhas de B. fagifolia (conhecida como murici do mato) acelerou a cicatrizagdo da mucosa
ulcerada e estimulando o processo proliferativo e a secre¢édo de muco (LIMA et al., 2008).

Dentre as espécies vegetais consumidas pela populacdo, destaca-se Anacardium
humile, conhecida popularmente como cajui, caju do cerrado, cajuzinho do campo. A
utilizacdo dessa planta é bastante vasta: o fruto (pseudofruto) é usado na fabricacdo de sucos,
doces e vinhos; na medicina popular é empregada no tratamento de manchas de pele (resina),
em processos inflamatdrios (casca), como purgativo (raiz) e antidiarréico (folha) (POTT;
POTT, 1994; SERRA et al., 2003). O género Anacardium, além de flavondides, sintetiza
varios outros metabolitos secundarios, como A&cidos anacardicos e taninos, compostos
descritos em outras espécies vegetais que apresentam atividade antioxidante, anti-Ulcera 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 lesdes gastricas induzidas por EtOH absoluto e
piroxicam (LUIZ-FERREIRA et al., 2008).

Alcal6ides, flavondides e outros compostos fendlicos, além de terpendides, sdo
descritos em diferentes espécies do género Alchornea (EBI, 2001; URREA-BULLA et al.,
2004). A. glandulosa, arvore com cerca de 10 a 20 metros de altura, € popularmente
conhecida como tapid ou tamanqueiro (PASCOTTO, 2006). Esterdides, terpendides,
alcaldides e outros compostos fenolicos sdo encontrados nas folhas dessa espécie
(CONEGERO et al., 2003). A fragéo acetato etila (AcOEt), obtida do extrato MeOH de folhas

de A. glandulosa inibiu a producéo de peroxido de hidrogénio (H,0,), dxido nitrico (NO) e
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fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) em macréfagos ativados, sugerindo o potencial
antiinflamatorio dessa espécie vegetal (LOPES et al., 2005). Estudos etnofarmacoldgicos
reportam que algumas espécies do género Alchornea sdo popularmente empregadas no
tratamento de doencas gastricas, incluindo Ulceras (OSABEDE; OKOYE, 2003). O extrato
MeOH obtido de folhas de A. glandulosa demonstrou reduzir, de maneira dose-dependente,
lesBes na mucosa géastrica de camundongos induzidas por EtOH absoluto (CALVO et al.,
2007).

Davilla elliptica, conhecida popularmente como sambaibinha, lixinha, lixeirinha e
cipd-caboclo, é encontrada em cerrados abertos. Informagdes etnofarmacoldgicas indicam que
a infusdo das partes aéreas de D. elliptica é usada para o tratamento de gastrites e outros
distdrbios gastrintestinais (CALVO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2008). O extrato
cloroférmico (extrato CHCIs) obtido de folhas desta espécie vegetal apresentou atividade
contra Mycobacterium tuberculosis, além de estimular a liberacdo de H,0,, NO e TNF-q,
sugerindo uma atividade imunomodulatéria (LOPES et al., 2007).

A espécie Mouriri pusa, arvore que mede de 2 a 7 metros, € popularmente conhecida
como puca-preto ou jaboticaba-do-cerrado e apresenta frutos comestiveis bastante apreciados
pela populagcdo nativa das diversas regides de Cerrado (ANDREO et al., 2006). Poucos
estudos descrevem as possiveis atividades biologicas dessa planta. O potencial
antiulcerogénica do extrato MeOH de folhas de M. pusa foi evidenciado por Andreo et al.
(2006), justificado pela presenca de vérios flavondides e outros compostos polifendlicos,
como taninos, presentes nessa espécie vegetal.

Outra espécie tipica do Cerrado brasileiro e que apresenta utilizacdo em problemas
estomacais é a Guapira noxia, conhecida como maria mole ou pau-mole, todavia poucos séo
os estudos quimico-farmacoldgicos sobre essa espécie. Severi et al. (2006a) relatam a

presenca de flavondides no extrato MeOH de folhas de G. noxia.
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O ogénero Qualea € constituido por arvores tropicais e distribuido em,
aproximadamente, 200 espécies, das quais trés sdo predominantes no Cerrado brasileiro: Q.
grandiflora, Q. parviflora e Q. multiflora. As cascas, entrecascas e folhas de Q. grandiflora,
popularmente conhecida como pau-terra, sdo usadas para limpeza de Ulceras externas, com
antiinflamat6rio e no tratamento de desordens gastrintestinais (POTT; POTT, 1994;
ALMEIDA et al., 1998). Hiruma-Lima et al. (2006) relataram a presenca de terpenoides,
taninos, catequinas, quercetina e outros polifendis no extrato alcodlico de cascas dessa
espécie, o qual também apresentou atividade antiulcerogénica.

Strychnos pseudoquina é uma arvore encontrada no Cerrado que geralmente alcanca
de 3 a 5 metros de altura, sendo conhecida popularmente por quina do Cerrado. Suas folhas
sdo utilizadas, pela populagdo, no tratamento de distarbios gastrintestinais, com destaque para
as Ulceras gastricas. Alcaldides e flavondides sdo descritos no perfil fitoquimico de S.
pseudoquina. Estudo recente in vivo demonstrou que o extrato MeOH e a fracdo alcaloidica
obtidos de suas folhas apresentam capacidade de proteger a mucosa gastrica das lesdes
induzidas por AINES e agentes ulcerogénicos necrotizantes como HCI/EtOH (Da SILVA et

al., 2005).

1.3. Helicobacter pylori e as Ulceras pépticas

Nas Gltimas décadas, o tratamento da Ulcera péptica tem sido objetivo de varias
pesquisas e extratos, fracdes e substancias isoladas de plantas demonstram ser eficazes no
tratamento dessa afeccdo (FUKAI et al, 2002; SANNOMIYA et al, 2005g;
ZAYACHKIVSKA et al., 2005; BABINCOVA et al., 2008; FALCAO et al., 2008; LUIZ-
FERREIRA et al., 2008). Essa doenca foi considerada, por mais de um século, uma das
principais causas de morbidade em diversas regides do mundo (CHAN; LEUNG, 2002). Nos

Estados Unidos, aproximadamente 4 milhGes de pessoas apresentam Ulcera péptica, sendo que



34

Introdugéo

a cada ano 350 mil novos casos séo relatados, 100 mil pacientes sédo hospitalizados e, pelo
menos, 3 mil pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade (KURATA, 1989;
COTRAM, 1999). A ulcera duodenal ainda é, nos Estados Unidos, uma das doencas mais
comuns que afeta o trato gastrintestinal (SHRESTHA,; LAU, 2007).

A prevaléncia da Ulcera difere ao redor do mundo, sendo a Ulcera duodenal
predominante em paises ocidentais e as Ulceras gastricas mais frequentes na Asia,
especialmente no Japdo (SCHWESINGER et al., 2001). Embora a incidéncia da doenga
ulcerosa péptica nos paises ocidentais tenha declinado nas ultimas décadas, até o inicio dos
anos 90, pelo menos, um em cada dez americanos relatava ter Glcera gastrica ou duodenal
diagnosticada clinicamente (SONNEMBERG; EVERHART, 1996).

Ha alguns anos acreditava-se que a gastrite cronica e Ulceras pépticas fossem
resultantes apenas do desequilibrio entre a quantidade de muco no estdbmago, cuja fungdo €
proteger esse 6rgdo da agdo de enzimas digestivas, e a producéo de suco gastrico (enzimas
proteoliticas e &cido hidrocloridrico), associado ao uso de algumas drogas (especialmente
AINES) ou, até mesmo, a habitos alimentares inadequados. Nessas condi¢des, um processo
inflamatério era iniciado, podendo progredir para uma area ulcerada. O padréo de tratamento
consistia em administrar medicamentos que inibiam a liberagdo dos &cidos associados a uma
dieta alimentar para reduzir a irritacdo da mucosa estomacal (WALLACE; GRANGER, 1996;
MAITY et al., 2003).

Em fevereiro de 1994, o Consenso do Instituto Nacional de Saude (National Institute
of Health - NIH) concluiu que a maior causa de Ulcera péptica era decorrente da infec¢do por
Helicobacter pylori (Figura 2) e que todos os pacientes diagnosticados deveriam ser
submetidos a terapia antimicrobiana (NIH, 1994; SALYERS; WHITT, 1994; FERNANDEZ,
2004). Atualmente, estima-se que 50% da populagdo mundial devam estar colonizadas pelo

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

FOUNDATION, 2009).

Figura 2 - Micrografia eletronica de varredura da bactéria Helicobacter pylori

(Fonte: QUEENSLAND HEALTH, 2008)

Figura 3 — Colonizacéo por Helicobacter pylori no mundo

(Fonte: THE Helicobacter FOUNDATION, 2009)

Os esquemas terapéuticos para tratamento de distlrbios gastrintestinais associados ao
H. pylori preconizam a utilizagdo 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 & terapia antimicrobiana, principalmente aos imidazélicos (metronidazol)
e macrolideos (claritromicina), vem sendo um dos fatores responsaveis 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
terapéutica. Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(ANVISA), apenas 20% dos pacientes diagnosticados com alguma doenga adquirem 0s
medicamentos necessarios para o tratamento (SANTOS, 2001).

Considerando que as terapias para erradicacdo do H. pylori podem ser ineficazes e que
efeitos colaterais podem ocorrer, a pesquisa de novas drogas para terapias alternativas é de
grande importancia (STEGE et al., 2006). Diversos trabalhos demonstram que as plantas
podem ser fontes de substancias 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 a 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 presenca de flavondides e Shirataki et al. (2001)
devido a isoflavonas.

Atualmente, uma nova preocupacao relacionada a colonizagéo do trato gastrintestinal
pelo H. pylori é a sua associacdo com o desenvolvimento de cancer géstrico e linfoma de
tecido linféide associado & mucosa (FUKALI et al., 2002; FUNATOGAWA et al., 2004;
YUEN et al., 2005). A resposta inflamatoria decorrente da infeccdo pelo H. pylori induz
alteracbes patoldgicas no microambiente gastrico, com a liberacdo de citocinas e grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas células inflamatorias, especialmente
leucécitos polimorfonucleares neutréfilos (LPMNs), que podem contribuir para a
carcinogénese (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 géstrica colonizada por H. pylori eleva a possibilidade de
erros espontaneos durante a replicacdo. A infecgdo por H. pylori também pode resultar na
diminuicdo dos niveis de acido ascorbico géstrico, um potente antioxidante que cuja reducéo
pode contribuir para o risco de lesio do DNA decorrente da liberacdo intragéstrica de EROs
(KIM et al., 2005; ZHANG; FARTHING, 2005).

Embora o organismo humano utilize o oxigénio e reagfes de oxidagdo para fins
benéficos de geracdo de energia e destruicdo de microrganismos, alguns efeitos indesejaveis
sdo atribuidos as EROs, especialmente, quando geradas em quantidades excessivas
(ANDERSON; PHILLIPS, 1999; SOUZA et al., 2003; WANG, et al., 2006). A geracdo de
EROs pelas células pode ser direcional ou constitutiva. Fagocitos, como neutréfilos, séo
produtores de EROs, incluindo o anion superoxido (O,"), H,0,, radical hidroxil (OH®) e
acido hipocloroso (HOCI), que sdo importantes na destruicdo de microrganismos invasores,
células tumorais e em outras atividades biolégicas (RAMASARMA, 1990; BABIOR, 2000;
BORUTAITE; BROWN, 2001). No entanto, as espécies reativas podem ser toxicas para alvos
intra e extracelulares, em procariotos e eucariotos, e sua excessiva produgdo pode acarretar
injuria celular (RAMASARMA, 1990; HAMPTON et al., 1998; ALLEN et al., 2005;
ALLEN, 2007). O HOCI, como as demais EROs, ataca uma ampla ordem de moléculas, como
acido nucléico e proteinas (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

Compostos com propriedade antioxidante protegem as células do dano ao DNA
mediado pelas espécies reativas, que pode resultar em mutacéo e, subsequente, mutagénese
(LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). Mecanismos de defesa antioxidantes limitam os niveis de
EROs e substancias antioxidantes podem inibir a producgdo ou capturar radicais livres e outros
oxidantes, reduzindo a concentragdo de EROs (ARUOMA, 1996). Vérios estudos

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

Vérios métodos in vitro foram propostos para determinar a capacidade antioxidante em
matrizes bioldgicas, componentes alimentares, extratos de plantas e substancias quimicas
isoladas (HALLIWELL et al., 1995; MATLE et al., 2000; FENGLIN et al., 2004). A
propriedade antioxidante de substancias 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 avaliacdo indireta do potencial antioxidante
de diferentes compostos (FENGLIN et al., 2004, NISHIZAWA et al., 2005). O DPPH é
reduzido por substancias que doam atomos de hidrogénio, tornando-se um composto estavel,
as quais estdo associadas a propriedades antioxidantes (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al.,
2006).

Pro-oxidantes e antioxidantes também podem ser estudados em sistemas biologicos
através de ensaios que medem a producdo de EROs, como, por exemplo, nos testes de
quimiluminescéncia (YILDIZ; DEMIRYUREK, 1998; PRIOR; CAO, 1999; TOMEI;
SALVADOR, 2007). As técnicas quimiluminescentes sdo métodos sensiveis que permitem o
monitoramento continuo da producdo de EROs, diferenciando estagios metabdlicos através da
utilizacdo de diferentes sondas. Um antioxidante reduz ou ndo permite que EROs oxidem o
substrato  (sondas como luminol e lucigenina), resultando na diminuicdo da
quimiluminescéncia do sistema (HIRAYAMA et al., 1997).

Em decorréncia do reconhecimento do H. pylori como a causa mais importante na
génese da Ulcera péptica, associado ao potencial terapéutico atribuido a varias espécies
vegetais brasileiras empregadas na medicina popular, a atividade anti-H. pylori, antioxidante,
bem como o potencial citotoxico de plantas do Cerrado brasileiro, empregadas no tratamento

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

Nosso trabalho propds dar continuidade ao estudo integrado quimico-farmacol6gico
das plantas medicinais, constantes do Projeto Biota/Fapesp avaliando algumas atividades

bioldgicas de espécies vegetais com potencial antiulcerogénico.

2.2. Objetivos especificos
Avaliar a citotoxicidade basal, atividade anti-Helicobacter pylori e o potencial
antioxidante de:

1) extratos apolares e polares de espécies pertencentes aos géneros 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) fracbes obtidas de B. crassa (fracdo aquosa e AcOEt), G. noxia (fracdo
flavonoides/flavonoidica e saponinas) e S. pseudoquina (fracdo alcaléides/alcaloidica,
intermediaria e flavondides/flavonoidica);

3) mistura de triterpendides (a-amirina e 3-amirina) obtida de extrato apolar de B. crassa;

4) compostos fendlicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, quercetina-3-O-
o-L-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo) isolados do extrato

polar de B. crassa e quercetina (padrdo comercial).
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3.1. Espécies vegetais
3.1.1. Etapa botanica

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, estdo inseridas no projeto temético de bioprospeccdo, intitulado
“Uso sustentavel da biodiversidade brasileira: prospecgdo quimico-farmacoldgica em plantas
superiores da Mata Atlantica e do Cerrado”, coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, do
Departamento de Quimica Orgénica, Instituto de Quimica 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), municipio de Piracicaba, S&o Paulo, Brasil. A identificacdo foi
realizada pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro e uma exsicata (nimero de voucher 132828) foi
depositada no Herbéario da Universidade de Campinas (UNICAMP). As folhas de A.
triplinervia foram coletadas no Jardim Botanico do Instituto de Biociéncias da UNESP,
municipio de Botucatu, S&o Paulo, Brasil e identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro.
Uma exsicata de numero 14873 foi depositada no Herbério “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 auxilio da Profa. Dra. Clélia A. Hiruma-Lima, do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (UNESP). Uma exsicata foi depositada no Herbério da UNITINS sob
0 nimero 1922.

S. pseudoquina e B. crassa (folhas) foram coletadas no municipio de Porto Nacional,
Tocantins, Brasil, e identificadas pelo Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos. Exsicatas foram

depositadas no Herbario da UNITINS sob os numeros 3291 e 3377. As folhas de B. basiloba
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e B. intermedia foram colhidas de plantas da regido do municipio de Pratania, Sdo Paulo,
Brasil e identificadas no Instituto de Biociéncias de Botucatu (UNESP). As exsicatas
encontram-se depositadas no Herbario “Irina Delanova Gemtchujnicov” sob 0s nimeros
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 Fatima Lolis. Exsicatas
foram depositadas no Herbério da Universidade Federal do Tocantins (UFT) sob os niimeros
4583 e 4548, respectivamente.

As folhas de G. noxia foram coletadas na fazenda Palmeiras da Serra, municipio de
Pratania, Sdo Paulo, Brasil. A coleta foi realizada por Clemente José Campos e Juliana Severi
e seu registro de exsicata encontra-se depositado no Herbario 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 identificacdo das espécies vegetais foi realizada pela Profa. Dra. Solange de
Fatima Lolis, catalogadas com os nimeros de exsicatas 4158, 3379 e 9226, respectivamente, e

depositadas no Herbario da UNITINS.

3.1.2. Etapa quimica
3.1.2.1. Obtencé&o dos extratos, fracdes e compostos isolados das espécies vegetais

A obtencdo dos extratos e fragOes 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 fendlicos, amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, quercetina-3-
O-a-L-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo, isolados do extrato
MeOH de folhas de B. crassa (SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al., 2005g;
SANNOMIYA et al, 2005c), foram cedidos por Miriam Sannomiya. A mistura de
triterpendides (a-amirina e B-amirina), obtida do extrato CHCI; de folhas de B. crassa
(HIGUCHIL, et al., 2008), foi cedida pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas. O flavonoide quercetina
foi adquirido da Sigma-Aldrich (Q-0125).

Para realizacdo dos ensaios, 0s extratos, fracdes, mistura de triterpenos e compostos
isolados foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentra¢do de 50 mg/mL ou
100 mg/mL e mantidos a -20°C ao abrigo da luz. A procedéncia dos reagentes, preparo de

meios e solugdes estdo descritos no APENDICE A.

3.2. Atividade citotoxica
3.2.1. Linhagem celular

Linhagem celular McCoy B (ATCC 1696), adquirida do Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo, Brasil, foi mantida em meio Eagle adicionado de 7,5% de soro fetal bovino. As células

McCoy B séo fibroblastos (linhagem continua) originados de camundongos.

3.2.2. Determinacéo da citotoxicidade

Duzentos microlitros de meio Eagle suplementado com 7,5% de soro fetal bovino,
contendo 6 x 10* células McCoy/mL foram distribuidos em cavidades de microplacas (96
wells), as quais foram incubadas por 24 horas a 35-37°C. Posteriormente, o meio foi removido

e diferentes concentracgdes (31,25 a 500 ug/mL em meio Eagle) dos extratos, fragdes, 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), apés
incubagdo por 24 horas. A leitura da absorvéncia foi realizada em espectrofotdmetro
multicanal (Spectra & Rainbow Readers da Tecan Austria), em comprimento de onda de 540
nm e filtro de referéncia 620 nm (FRESHNEY, 1994). O indice citotoxico 50% (ICs),
concentracdo do agente que reduz em 50% a absorvancia espectrofotométrica, foi
determinado. Os testes foram acompanhados de crescimento celular controle (na auséncia dos
extratos, fragcBes, mistura de triterpenos ou compostos fendlicos) e controle de absorvancia
(extratos, fragBes, mistura de triterpenos ou compostos na auséncia de células). Os testes
foram realizados em triplicata e repetidos, no minimo, trés vezes. As curvas dose-efeito
(concentragdo x absorvancia) para determinacdo dos ICso foram obtidas através de analise de
regressdo linear. A cisplatina (Tecnoplatin® da Zodiac) substancia citotoxica empregada em

terapias antitumorais, foi utilizada como padrdo de citotoxicidade.

3.3. Atividade anti-Helicobacter pylori
3.3.1. Antimicrobianos padroes

Amoxicilina (Genix Inddstria Farmacéutica Ltda, lote F406087) e metronidazol
(Natural Pharma, lote W215279) foram solubilizados em DMSO para preparacdo de solugdes
a 50 mg/mL. A partir dessas solugdes, foram preparadas as concentragdes empregadas nos

ensaios de atividade antimicrobiana.

3.3.2. Microrganismo
Helicobacter pylori (cepa ATCC 43504), amoxicilina sensivel (AmoxS) e

metronidazol resistente (MtzR), foi semeado em placas contendo é&gar Columbia,
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suplementado com 10% de sangue de carneiro, incubadas por 72 horas a 36°-37°C, em

atmosfera contendo 10% de CO.,.

3.3.3. Avaliagéo da atividade antimicrobiana
A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos e
compostos fendlicos para H. pylori foi realizada através da técnica espectrofotométrica de

microdiluicio em caldo, ap6s padronizagio (APENDICE B).

3.3.3.1. Interferéncia do DMSO no crescimento de H. pylori

Cavidades de microplaca (96 wells) foram preenchidas com 100 pL de caldo Brain
Heart Infusion (BHI), suplementado com 10% de soro fetal bovino, contendo concentragdes
variadas de DMSO (1 a 10 %) sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de uma
suspensdo de H. pylori (10° UFC/mL em caldo BHI). Leitura espectrofotométrica em 620 nm
foi realizada e a microplaca incubada a 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,, por 72
horas. Apds incubagdo, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica foi
realizada em mesmo comprimento de onda. As concentragdes de DMSO que interferem no
crescimento do H. pylori foram determinadas. Os testes foram realizados em triplicata e

repetidos, no minimo, trés vezes.

3.3.3.2. Determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) de extratos, fragdes,
mistura de triterpenos e compostos fendlicos para H. pylori

Cavidades de microplaca (96 wells) foram preenchidas com 100 pL de caldo BHI
suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo diferentes concentragbes (64 a 1024
ug/mL em caldo BHI) dos extratos, fragcbes, mistura de triterpenos e compostos fendlicos

sobre os quais foi adicionado 0 mesmo volume de uma suspensio de H. pylori (10° 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 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,, por 72
horas. Apds incubagdo, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica foi
realizada em mesmo comprimento de onda. A primeira leitura teve por objetivo eliminar a
absorvancia inicial a ser descontada da leitura obtida ap6s incubagdo, com a finalidade de
computar somente o crescimento bacteriano. Os testes foram acompanhados de crescimento
bacteriano controle (na auséncia dos extratos, frages, mistura de triterpenos ou compostos
fendlicos) e controle de absorvancia (meio de cultura acrescido de diferentes concentracbes
dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos ou compostos). A definicdo de CMI é reportada

na padronizagdo da técnica de microdiluicdo em caldo (APENDICE B).

3.4. Atividade antioxidante
3.4.1. Avaliagédo da capacidade sequestradora (ou redutora) de radical DPPH

Solucéo de DPPH a 0,004% em MeOH foi utilizada neste ensaio espectrofotométrico.
A cada 50 uL da amostra teste (extrato, fragdes, mistura de triterpenos e compostos fendlicos)
em diversas concentragdes (5 a 100 pg/mL em EtOH) foram adicionados 100 puL da solugdo
de DPPH, sendo as absorvancias determinadas a 540 nm em espectrofotdmetro multicanal,
apos 30 minutos de rea¢do a 25°C. Solugdo de DPPH (100 pL) adicionada de 50uL de
solucdo de DMSO em MeOH foi empregada como controle de mé&xima absorcdo. A equacédo
utilizada para determinar a porcentagem de inibigdo (% A) ¢ apresentada a seguir, onde Ao
representa a absorvancia do DPPH sem a adigdo das amostras (extratos, fragdes, mistura de
triterpenos ou compostos fenolicos) e A corresponde a absorvancia obtida na presenga das

amostras, ap6s 30 minutos de reacdo (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al., 2006).
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OB A = A A x 100

A concentracdo eficiente 50% (CEsp), concentracdo do antioxidante necesséria para
reduzir em 50% a quantidade do radical DPPH em solugdo, foi determinada por anélise de
regressao linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos, no minimo, trés
vezes e acompanhados dos antioxidantes controles: quercetina e trolox (andlogo hidrossoltuvel

da vitamina E).

3.4.2. Avaliagéo do burst oxidativo (respiratério) de LPMNs
3.4.2.1. Inducéo de exsudato celular para obtencdo de LPMNs

Solugéo (10 mL) de glicogénio 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). Apés
12 horas, os animais foram sacrificados em camara de CO; e a cavidade peritoneal lavada
com 20 mL de tampdo PBS Dulbecco’s (PBSD) sem célcio, contendo 10 Ul heparina/mL. A
suspensdo celular obtida foi lavada 2 vezes com PBSD sem célcio (300 x g, 5 min, 4°C) e
ressuspendida no mesmo tampé&o. Em tubos siliconizados conicos, com capacidade para 15
mL, foram adicionados 5 mL de Histopaque® densidade 1077 e, vagarosamente, 0 mesmo
volume da suspensdo celular. Os tubos foram centrifugados por 30 min a 800 x g, 0 sedimento
lavado 3 vezes em tampédo PBSD sem célcio e ressuspendido na mesma solugdo tampéo. Um
pool de LPMNSs, obtido de 3 animais diferentes, foi empregado em cada experimento. A
execucdo dos ensaios utilizando animais recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara — UNESP

(ANEXO).
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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 camara de Neubauer e a contagem
diferencial ap6s confeccdo de lamina, em citocentrifuga e corada pelo método May-
Griinwald-Giemsa. Para a determinagdo do percentual de LPMNSs presente na suspenséo
celular foram observadas 500 células por lamina preparada. Suspensdes contendo, no minimo,
90% do tipo celular desejado foram utilizadas nos ensaios. As células foram conservadas em

banho de gelo até a realizagdo dos experimentos.

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

A viabilidade de LPMNs foi determinada utilizando a técnica colorimétrica do
vermelho neutro. Tamp&o PBSD (100 pL) contendo 4 x 10° células/mL foi distribuido em
tubos tipo eppendorf, sobre o qual foram adicionados 100 puL de solucéo de vermelho neutro
(2 mg/mL em PBSD) no tempo inicial (t = 0) e final (t = 90 min), periodo de duragdo dos
ensaios quimiluminescentes. Apds incubagéo por 3 horas (37°C) com solucdo de vermelho
neutro, os tubos foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e
adicionados 200 pL de solugdo de acido acético/etanol a 50% (1:10). Apds homogeneizacéo,
100 pL foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotdmetro multicanal, comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.
Os testes foram realizados com um pool celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no

minimo, trés vezes.

3.4.2.4. Viabilidade dos LPMNs na presenca dos extratos, fracdes e compostos fenélicos
Tampé&o PBSD (100 pL) contendo 4 x 10° células/mL foi distribuido em tubos tipo
eppendorfs, sobre o qual foram adicionados 100 uL de tampdo PBSD contendo 200 pg/mL

dos extratos, fracdes ou compostos fendlicos. Ap6s 90 minutos de incubacéo (37°C), os tubos
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foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e adicionados 200 uL de
solucdo de vermelho neutro (1 mg/mL em PBSD). Apds incubacdo por 3 horas (37°C), 0s
eppendorfs foram novamente centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e
adicionados 200 uL de solucdo de &cido acético/etanol a 50% (1:10). Posteriormente, 100 uL
foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotdmetro multicanal, comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.
Os ensaios foram acompanhados de controle positivo de viabilidade celular (LPMNs na
auséncia dos extratos, fracbes ou compostos fenolicos) e controle de absorvancia (PBSD
acrescido dos extratos, fracbes ou compostos fendlicos). Os testes foram realizados com um

pool celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no minimo, trés vezes.

3.4.2.5. Ensaios quimiluminescentes

As reagbes quimiluminescentes seguiram recomendacdes descritas por KITAGAWA
et al. (2003) e GALICE et al. (2006), sendo realizadas em luminémetro BioOrbit modelo
1251. O aparelho encontra-se interfaceado a um microcomputador e os resultados séo
processados através do software Multiuse versdo 2.0. Os ensaios foram realizados sob
orientacdo do Prof. Dr. Luiz Marcos da Fonseca, do Departamento de Andlises Clinicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.

3.4.2.5.1. Padronizagéo da suspenséo bacteriana

Para realizacdo do ensaio quimiluminescente, adicionou-se aos tubos de reagéo:
tamp&o PBSD, suspenséo celular (LPMNs 2 x 10° células/mL) e luminol (2 x 10° M). Apés
posicionamento dos tubos na cdmara de leitura do lumindmetro, a reacéo foi disparada atraves
da adigdo do estimulo imunolégico, zymosan 700 ug/mL (estimulo controle) ou suspenséo de

H. pylori (0,15 - 0,3 UDO), utilizando dispensador externo, com volume final de 1 mL por
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tubo. As reacOes foram realizadas & 37°C e o burst oxidativo monitorado por um periodo de
90 minutos. A intensidade mé&xima de emissdo (IME) e a integral da cinética de emisséo
(ICE) foram determinadas no final da reag&o. Os testes foram realizados com um pool celular

obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no minimo, trés vezes.

3.4.2.5.2. Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenca dos extratos,
fracdes e compostos fendlicos

Para avaliacdo do burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenga
dos extratos, fraces e compostos fendlicos, adicionou-se aos tubos de rea¢do: tampéo PBSD,
suspensio celular (LPMNSs 2 x 10° células/mL) e luminol (2 x 10 M). Apés posicionamento
dos tubos na camara de leitura do lumindmetro, a reacéo foi disparada através da adi¢do de
estimulo imunoldgico, zymosan 700 pg/mL (estimulo controle) ou H. pylori (0,2 UDO),
utilizando dispensador externo. Apdés 15 minutos (a 37°C), foram adicionadas diferentes
concentracBes dos extratos, fragdes e compostos fendlicos aos tubos de reacdo, com volume
final de 1 mL por tubo. O burst oxidativo foi monitorado por mais 75 minutos (a 37°C). A
IME e a ICE foram determinadas no final da reagdo. Os testes foram realizados com um pool

celular obtido de 3 animais diferentes e repetidos, no minimo, trés vezes.

3.4.2.6. Calculo da variacao da quimiluminescéncia
A variacdo da quimiluminescéncia (AQL) expressa a IME e ICE ap0s corre¢do com a
linha de base (células na auséncia de estimulo ativador do burst oxidativo), sendo

representada da seguinte forma:
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AQLmaxima = IME das células estimuladas — IME das células na auséncia de estimulo

AQLcinstica = ICE das células estimuladas — ICE das células na auséncia de estimulo

3.5. Anélise estatistica
A interpretacdo dos resultados foi realizada através de analise de variancia (ANOVA),
sendo 0,05 o nivel de significancia (LAPPONI, 1997). O ICs, e CEs foram definidos através

de andlise de regressédo linear com limite de confianca 95%.



4. RESULTADOS
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4.1. Citotoxicidade dos extratos, fracdes, mistura de triterpenos e compostos fenélicos
Os ICs obtidos, através de andlise de regressdo linear, para os extratos apolares
(extratos CHCI; e diclorometano (DCM)) e polares (extratos MeOH) das plantas avaliadas
séo apresentados na Tabela 1. Os valores dos I1Cso para as fragdes, mistura de triterpenos e
compostos fendlicos isolados de B. crassa sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Os altos valores de ICsy dos extratos e fragcOes vegetais revelaram baixo
poder citotoxico para a linhagem celular utilizada. A quercetina e a (+)-catequina
apresentaram maior potencial citotoxico em relacdo aos extratos e fra¢cdes, bem como para 0s
demais compostos fendlicos e mistura de triterpenos. A curva dose-efeito de um extrato
MeOH e de um composto fendlico, utilizada para determinagdo do ICso, € apresentada no

APENDICE C.
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Tabela 1 - Indice citotdxico 50% (ICsp) de extratos CHCIl3, DCM e MeOH para

células McCoy

Espécie vegetal

ICso (ng/mL)*

Extrato apolar

Extrato polar

(CHCl3 ou DCM) (MeOH)
Alchornea glandulosa 226 £8,0 295+ 6,0
Alchornea triplinervia 298 +£8.,5 286 +5,0
Anacardium humile? 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 pusa® 274 +4.3 310+ 4,0
Qualea grandiflora 238 £3,9 254+ 4,3
Qualea multiflora 263 +45 267 +5,3
Qualea parviflora 239+5,8 255+ 6,0
Strychnos pseudoquina’ 336 +£4,8 375+ 3,9

Cisplatina

419+0,5

Valor apresentado como média + desvio padréo; Extrato DCM
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Tabela 2 - indice citotoxico 50% (ICso) de fragbes de Byrsonima crassa,

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina para células McCoy

Espécie vegetal (fracdo)

ICs (ng/mL)”

Byrsonima crassa (aquosa)

Byrsonima crassa (AcOEt)

Guapira noxia (flavonoidica)

Guapira noxia (saponinas)

Strychnos pseudoquina (alcaloidica)
Strychnos pseudoquina (intermediéria)
Strychnos pseudoquina (flavonoidica)

Cisplatina

413+ 7,5
308£5,5
256 £ 3,5
253+ 3,2
413+5,9
378+ 4,1
261 + 3,2
41,9+0,5

“Valor apresentado como média + desvio padr&o

Tabela 3 - indice citotoxico 50% (ICso) de compostos fendlicos e mistura

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa para células

McCoy

Composto isolado ou mistura

ICso (ng/mL)”

Amentoflavona

(+)-catequina

Galato de Metila
Quercetina-3-O-o.-L-arabinopiranosideo
Quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo
Triterpendides (a-amirina + B-amirina)
Quercetina

Cisplatina

366,0 + 6,4
164,0£5,2
297,0+ 7,5
> 500,0
> 500,0
292+7,3
945+54
419+0,5

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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4.2. Atividade anti-H. pylori
4.2.1. Interferéncia do DMSO no crescimento de H. pylori

A Figura 4 apresenta o efeito de diferentes concentragdes de DMSO sobre o
crescimento de H. pylori, ap6s 72 horas de incubacdo. Na presenga 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 ndo interferisse no crescimento do
H. pylori, todos os ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados na

presenca de concentragdes de DMSO ndo superiores a 1,25%.

120 o
97,6 %

100 93,2 %
80

60

40

Crescimento (%)

20

1,25 2,5 4 5 8

DMSO (%)

Figura 4 - Efeito do DMSO sobre o crescimento de Helicobacte pylori
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4.2.2. Determinacdo da CMI dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos e compostos
fenodlicos para H. pylori

O efeito dos extratos CHCI3, DCM e MeOH na inibicdo do crescimento de H. pylori é
apresentado nas Tabelas de 4 e 5. A CMI dos extratos CHCl; e MeOH de B. crassa e extrato
CHCI; de D. elliptica foi de 1024 pg/mL; para os demais extratos (apolares e polares) a maior
concentragdo utilizada ndo inibiu o crescimento bacteriano (considerando reducdo na
absorvancia superior a 90%). Na concentragdo de 1024 pg/mL, os extratos CHCI; de A.
glandulosa e B. intermedia inibiram o crescimento bacteriano em 69,7% e 87,1%,
respectivamente.

As fracbes flavonoidicas (Tabela 6) obtidas de G. noxia e S. pseudoquina
apresentaram melhor atividade inibitoria para H. pylori quando comparadas as demais fracoes
avaliadas. Entretanto, a CMI ndo foi alcangada na maior concentracgdo testada (1024 pug/mL).
Em relacdo aos compostos fendlicos, quercetina e amentoflavona inibiram o crescimento
bacteriano em 47,4% e 43,5%, respectivamente, na concentragdo 1024 ug/mL (Tabela 7). A
mistura de triterpenos (a-amirina e -amirina) inibiu o crescimento de H. pylori em 35,6% na
maior concentracgdo testada (Tabela 7).

As curvas de crescimento de H. pylori na presenca de diferentes concentragdes dos
extratos, fragBes, mistura de triterpernos e compostos fendlicos sdo apresentadas no

APENDICE D.
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Tabela 4 - Inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori por extratos apolares (extratos

CHCI; e DCM) de diferentes espécies vegetais

Inibicéo de crescimento (%)

Espécie vegetal
Concentracéo (png/mL)
(extrato apolar)

64 128 256 512 1024

Alchornea glandulosa
57+05 66x06 6505 91%£0,7 69,7+1.2

(CHCls5)
Alchornea triplinervia
21+03 21+03 43+x04 51x04 43+0,5
(CHCls5)
Anacardium humile
0+£0,2 26+0,1 26+0,2 2602 30+0,3
(DCM)
Byrsonima basiloba
0+£0,3 1,4+0,3 00 00 1,4+£05
(CHCls5)
Byrsonima crassa
347+£20 394+22 50227 78424 986+2]1
(CHCl5)
Byrsonima intermedia
119+05 219+06 367+08 605+21 87,1+272
(CHCl3)
Davilla elliptica
00,5 7203 101+04 46410 97,6%22
(CHCl3)
Guapira noxia
050 30+x05 30x03 32%0,3 30+04
(CHCl3)
Mouriri pusa
346+06 341+05 329+0,7 329+0,7 342+05
(DCM)
Qualea grandiflora
0+£0,3 13+0,2 26+0,2 39zx04 39+0,2
(CHCl3)
Qualea multiflora
00 1,4+0,3 0+£0,3 0+04 0+£04
(CHCl3)
Qualea parviflora
72+02 72x03 8702 87x0,1 8,7+0,2
(CHCl3)
Strychnos pseudoquina
52+04 6406 7,7x05 7,705 7,7£0,4
(DCM)

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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Tabela 5 - Inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori por extratos polares (extratos

MeOH) de diferentes espécies vegetais

Espécie vegetal

(extrato polar)

Inibicdo de crescimento (%)

Concentragédo (ng/mL)

64 128 256 512 1024
Alchornea glandulosa 1,3+0,5 6,7+0,3 8,0+04 8,0+0,2 8,0+05
Alchornea triplinervia 6,8 +0,3 80+04 102+04 10,2+0,4 10,2%0,6
Anacardium humile 0+0,1 2,2+0,2 6,0+0,2 206+x06 228+05
Byrsonima basiloba 0+0,2 0+0,3 280 52+0,2 56+0,2
Byrsonima crassa 186+05 229+06 27,1+0,7 400+x11 929+05
Byrsonima intermedia 7,8+0,2 92+04 136+08 17,5+1,1 50,0+0,9
Davilla elliptica 14+0,5 42 +0,3 69+04 11,4+10 426+1,2
Guapira noxia 151+06 159+05 16,1+06 16,0x04 16,105
Mouriri pusa 21,1+04 215+04 228+03 215+04 27,0x0,6
Qualea grandiflora 0,8+0,3 1,3+0,2 1,3+0,4 1,3+0,3 2604
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 89+04 8,8+0,5 8,8+04
Strychnos pseudoquina 2,7 £0,3 71+04 8,0+0,5 8,0+0,3 8,0+0,6

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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Tabela 6 - Inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori por fragdes de Byrsonima crassa,

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina

Inibicéo de crescimento (%)

Espécie vegetal
. Concentracéo (ng/mL)
(fracéo)

64 128 256 512 1024

Byrsonima crassa
(aquosa)
Byrsonima crassa
(AcOE)

Guapira noxia
(flavonoidica)

51+03 115+05 115+04 116+04 13205

4,7+20 103+05 120+0,7 128+04 19,6%08

Guapira noxia

: 10,3+05 104+06 108+05 116%0,6 11,7%0,2
(saponinas)

Strychnos pseudoquina

e 0+£0,3 0+£0,3 0+£0,2 0+£0,1 0+£0,3
(alcaloidica)

Strychnos pseudoquina
) o 13+04 39203 31+03 44%03 57+0,2
(intermediaria)

Strychnos pseudoquina
) 12,2+04 156+05 20,7+0,3 20,3+05 241+05
(flavonoidica)

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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Tabela 7 - Inibicéo do crescimento de Helicobacter pylori por compostos fendlicos e mistura

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa

Composto isolado

Inibicao de crescimento (%)

Concentracao (ug/mL)

Ou mistura
64 128 256 512 1024

Amentoflavona 15+0,3 43+04 155+0,6 159+04 43,5+0,6
(+)-catequina 15+0,2 8,8+0,6 88+04 10,3+04 10,3%0,5
Galato de metila 58+0,2 58+04 7,3+20,5 7,3+0,3 7,4+0,8
Quercetina-3-0O-a-L-

82+03 164+04 174+03 174%06 17,8+0,4
arabinopiranosideo
Quercetina-3-0-3-D-

30+x06 3505 60x06 97x0,7 98x07
galactopiranosideo
Triterpendides

2,7+03 164+05 224+06 288+04 356=x0,7
(a-amirina + B-amirina)
Quercetina 79+05 150+08 174+05 216+08 47,4+0,5

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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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 comparavel a
obtida para os controles (quercetina e trolox). As Tabelas 10 e 11 apresentam a porcentagem
de reducdo do DPPH pelas fragdes, mistura de triterpenos e compostos fendlicos. Dentre as
fracBes avaliadas, a aquosa e AcOEt de B. crassa e a fragdo flavonoidica de G. noxia
mostraram os menores valores de CEso. Ao contrario dos triterpenos, todos 0s compostos
fendlicos apresentaram potencial antioxidante dose-dependente pela técnica de reducéo do
radical DPPH.

No APENDICE E sdo exemplificados um gréafico onde foi possivel estabelecer uma
reta de regressao linear para determinacdo da CEsy e outro onde néo foi possivel estabelecer
essa regressao.

A Porcentagem de reducdo do radical DPPH dos extratos apolares e polares, fragdes,
mistura de triterpenos e compostos fenolicos também é apresentada na forma de gréaficos no

APENDICE F.
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Tabela 8 - Reducdo do radical DPPH e concentragao eficiente 50% (CEsp) dos extratos apolares (CHCI; e DCM) de diferentes espécies vegetais

Redugéo do DPPH (%)*

Espécie vegetal
pecie veg Concentracgao (ng/mL)

(extrato apolar)

5 10 20 40 50 80 100 CExo
Alchornea glandulosa 8,6 +0,2 9,1+0,2 13,1+0,8 14,3+0,8 175206 212+04 229+0,6 ND?
Alchornea triplinervia 1,7+0,1 6,7+0,3 13,0+0,7 29,3+x0,7 34,7+0,8 47,1+0,8 49+1,2 ~100
Anacardium humile® 52+0,3 52+0,3 66+05 60+03 74+03 166+05 19613 ND?
Byrsonima basiloba 42+05 8,7+05 121+05 24,7+0,2 31,3+0,5 451+08 54,2%+1,5 89,6
Byrsonima crassa 0+0,2 0+0,3 0+04 3,8+0,2 3,3+0,3 7,8+0,3 9,6+0,8 ND?
Byrsonima intermedia 0+0,3 0+0,1 1,0+0,2 29+0,3 3,56+0,2 7,1+0,5 8,3+0,6 ND?
Davilla elliptica 0+0,4 0+0,4 0+0,3 0+0,3 0+£0,5 53+0,2 4,2+0,3 ND?
Guapira noxia 0+0,2 0+0,2 1,4+0,3 39+04 40+03 10,0+0,8 11,005 ND?
Mouriri pusa® 1,9+0,5 1,3+02 12+03 29+04 29+03 52+03 74+05 ND?
Qualea grandiflora 0+0,2 1,4+0,3 3,8+04 50+0,3 6,9+05 11,2+05 12,1+0,6 ND?
Qualea multiflora 0+04 0+0,3 0+04 2,1+0,2 3,3+0,6 93+0,5 12,1+0,6 ND?
Qualea parviflora 0,3+0,1 23201 22+05 6,4 +0,5 74+05 103+0,7 158+04 ND?
Strychnos pseudoquina® 6,7+0,4 93+04 79+03 66+04 54+04 5903 69+0,3 ND?
Quercetina (controle) 946+1,1 97,2+09 969+18 97,2+18 969+15 974+15 97,017 <5
Trolox (controle) 80,4+15 980+15 97, 7+14 983+21 984+19 0986+14 984+18 <5

Valor apresentado como média + desvio padro; 2ND (no determinado), a maxima concentracéo do extrato testada n&o foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical
DPPH na mistura reacional; *Extrato DCM
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Tabela 9 - Reducdo do radical DPPH e concentracéo eficiente 50% (CEsp) de extratos polares (MeOH) de diferentes espécies vegetais

Redugdo do DPPH (%)”

Espécie vegetal
Pecie veg Concentragio (ug/mL)

(extrato polar)

5 10 20 40 50 80 100 CEs
Alchornea glandulosa 285+0,8 50,3+04 724+09 783%+11 80,1+09 806%+09 838z%+1,2 10,0
Alchornea triplinervia 46,0+ 0,4 67,2+05 774+09 798+10 769+09 796+0,7 785%+1,0 5,9
Anacardium humile 59,4 +0,7 732+12 74305 741+09 73,708 734+x10 73,7+x1,3 <5,0
Byrsonima basiloba 22,6 +0,6 421+11 648+06 73,4+08 73,2+0,7 742+10 74609 14,2
Byrsonima crassa 61,9+1,2 819+15 852+11 864+09 859+0,7 863+12 86,2+0,6 <50
Byrsonima intermedia 27,0+1,3 471+11 731+10 76,3+09 77,7+12 778+13 780+0,6 12,0
Davilla elliptica 36,0+0,7 59,7+08 763+11 769+11 770+11 771+09 77,8%0,7 8,8
Guapira noxia 8,9+0,5 16,0+0,7 278+0,7 50,7+05 586+10 808+08 853+0,9 40,0
Mouriri pusa 39,9+0,7 574+08 596+08 630+x06 642+05 675+05 67,1+0,8 79
Qualea grandiflora 345+0,8 625+08 775+05 80,1+12 80,009 805+04 81,5%+0,9 8.6
Qualea multiflora 50,9+1,1 72,7+11 746+0,7 774+13 786+09 81,3+x0,7 80,7+0,7 5,0
Qualea parviflora 53,0+ 0,7 71,7+12 741+10 770+x10 788+10 81,3+0,9 81,2+1,0 <50
Strychnos pseudoquina 1,0+0,3 7,2+0,7 116+05 19,9+09 248+08 355+09 434+0,5 113,2
Quercetina (controle) 946+1,1 97,2+09 969+18 97,2+18 969+15 974+15 97017 <5
Trolox (controle) 80,4+1,5 980+15 977+14 983+x21 984+19 0986%+14 984+1,8 <5

“Valor apresentado como média + desvio padr&o
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Tabela 10 - Reducéo do radical DPPH e concentracdo eficiente 50% (CEsp) de fracdes de Byrsonima crassa, Guapira noxia e Strychnos

pseudoquina

Reducédo do DPPH (%)*

Espécie vegetal
pecie veg Concentracgao (ng/mL)

(fracéo)

5 10 20 40 50 80 100 CEso

Byrsonima crassa
(aquosa)

Byrsonima crassa
(AcOEY)

Guapira noxia
(flavonoidica)

Guapira noxia
(saponinas)

Strychnos pseudoquina
(alcaloidica)

Strychnos pseudoquina
(intermediaria)
Strychnos pseudoquina
(flavonoidica)
Quercetina (controle) 946+1,1 97,2+09 969+18 97,2+18 969+15 974+15 970x1,7 <5
Trolox (controle) 80,4+15 980+15 97 7+14 983+21 984+19 986+14 984+18 <5

26,0+0,5 478+06 665+09 886+09 91,2+11 914+10 919+13 13,0
13,8 +0,2 284+05 502+06 81,2+10 828+11 904+08 90809 19,8
111+0,3 276+0,7 521+07 850+09 091,7+13 935+12 932+13 19,0
5,7+0,5 132+04 36,1+06 649+09 836+08 929+09 933%10 34,8
4,8+0,2 6,2+0,5 71+06 100+10 114+11 178%+09 142=+11 ND’
2,4+0,2 2,5+0,5 22+04 3,2+0,3 50+06 72+06 106+0,5 ND’

6,7+0,5 141+0,7 27,7+05 48,0+08 582+09 780+13 804+172 45,0

Valor apresentado como média + desvio padrdo; 2ND (no determinado), a maxima concentracéo do extrato testada ndo foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical
DPPH na mistura reacional
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Tabela 11 - Reducdo do radical DPPH e concentracéo eficiente 50% (CEsp) de compostos fendlicos e mistura de triterpenos isolados de

Byrsonima crassa

Reducédo do DPPH (%)*

Composto isolad
omposto Isolado Concentrac¢ao (ug/mL)

ou mistura

5 10 20 40 50 80 100 CEs
Amentoflavona 36,4+0,6 50,3+0,7 672+10 90,6+x1,1 957+10 958+13 95615 10
(+)-catequina 93,6 +1,1 96,3+1,0 953+10 949+09 94709 943+1,1 940+1,2 <5
Galato de metila 95,1+0,5 97,2+05 966+05 968+05 97,1+05 973+x0,5 96,9+0,5 <5

Quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo
Quercetina-3-0-p-D-
galactopiranosideo
Triterpendides

40,8+0,6 56,6 +0,7 837+09 941+08 9,1+11 956+10 96011 8,0

38,3+0,3 539+0,7 803+07 922+09 940+10 934+11 93409 9,9

.. .. 0,1+0,2 0+0,2 0+0,3 0+0,4 0+0,1 0+04 0+0,3 ND?
(c-amirina + B-amirina)
Quercetina (controle) 946+1,1 97,2+09 969+18 97,2+18 969+15 974+15 970x1,7 <5
Trolox (controle) 80,4+1,5 980+15 97 7+14 983+21 984+19 986+14 984+18 <5

Valor apresentado como média + desvio padrio; 2ND (n&o determinado), a maxima concentracéo do extrato testada néo foi capaz de reduzir em 50% a quantidade de radical
DPPH na mistura reacional
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4.3.2. Avaliacédo do burst oxidativo de LPMNs
4.3.2.1. LPMNs em exsudato peritoneal de rato

A média de LPMN neutréfilos, em exsudato de Rattus norvegicus albinus induzido
com glicogénio de ostra, foi 92,8 + 2,9%. Os valores representam a contagem de 500 células

por preparagao.

4.3.2.2. Viabilidade dos LPMNs durante o tempo do ensaio e na presenga dos extratos,
fracdes e compostos fendlicos

A viabilidade dos LPMNSs foi mantida em mais de 90%, apds manutencdo dessas
células em tampdo PBSD, a 37°C, durante noventa minutos (periodo de tempo dos ensaios
quimiluminescentes). A exposi¢ao dos neutréfilos aos extratos, fragdes e compostos fendlicos
a uma concentracdo de 100 ug/mL (mé&xima concentragdo empregada nos ensaios
quimiluminescentes), por um periodo de 90 minutos, ndo acarretou reducéo significativa na

viabilidade celular.

4.3.2.3. Suspensdo bacteriana para ensaio quimiluminescente

O perfil da cinética de emissdo de luz para o sistema LPMNs/luminol/H.pylori é
apresentado na Figura 5, onde observa-se diferengas significativas entre a quimiluminescéncia
do sistema LPMNs/luminol/H. pylori (0,15, 0,2 e 0,3 UDO) e a linha de base
(LPMNSs/luminol). A emisséo de luz foi mais intensa nos ensaios realizados com suspenséao de
H. pylori a 0,2 UDO (Tabela 12). O zymosan foi empregado como estimulo controle para

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

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

no minimo, trés experimentos independentes.

Tabela 12 - Quimiluminescéncia (QL) para intensidade méxima de emisséo (IME) e integral

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

LPMNSs/luminol/H. pylori

Estimulo QL para IME (mV)" QL para ICE (mV)"
Zymosan (700 pg/mL) 442 +72 1,66 x 10° + 23900
H. pylori (0,3 UDO) 65,9+ 7,2 2,76 x 10° + 22080
H. pylori (0,2 UDO) 773+124 3,17 x 10° + 41210
H. pylori (0,15 UDO) 52,8 +5,2 2,20 x 10° + 23800
Linha de base 15+1,2 0,06 x 10° + 1800

"Valor apresentado como média + desvio padrdo
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4.3.2.4. Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenga dos extratos
polares, fragdes e compostos fendlicos

O efeito de diferentes concentracdes de extratos MeOH, fragdes e compostos fendlicos
na quimiluminescéncia 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 concentracgdes testadas (5, 50 e
100 pg/mL) reduziram de maneira significativa o burt oxidativo de LPMNSs induzido por H.
pylori. Entretanto, o extrato MeOH de G. noxia reduziu de maneira menos expressiva o burst
oxidativo em comparagdo aos demais extratos polares. Para A. humile, B. basiloba, B.
intermedia, D. elliptica, M. pusa, Q. grandiflora foi observada diminuicéo estatisticamente
significativa no burst de LPMNSs induzido por H. pylori na presenca de 50 e 100 pug/mL dos
extratos. O extrato de S. pseudoquina ndo foi capaz de diminuir de maneira significativa o
burst oxidativo nas concentragdes testadas.

A fragdo aquosa e AcOEt de B. crassa reduziram de maneira significativa o burst
oxidativo de LPMNs ativado pelo H. pylori nas concentragfes de 100 e 50 ug/mL. A fragdo
flavonoidica de G. noxia apresentou melhor atividade que a fracdo enriquecida de saponinas.
Em relacdo a espécie S. pseudoquina, verificou-se que a fragdo flavonoidica reduziu de
maneira mais expressiva o burst de LPMN que a fracdo intermediaria e alcaloidica.

Considerando os resultados obtidos na presenca dos compostos fenolicos, a (+)-
catequina e o galato de metila mostraram potente atividade antioxidante nas concentragGes de
5, 50 e 100 pg/mL. A amentoflavona também foi capaz de reduzir de maneira significativa o
burst de LPMNSs, mas de maneira menos expressiva que a (+)-catequina e o galato de metila.
A quercetina, diferente de suas formas glicosidicas, foi capaz de reduzir de maneira

significativa o burst de LPMNs estimulados com H. pylori em todas as concentragdes
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avaliadas (1, 5, 50 e 100 pg/mL). As cinéticas de emissdo de luz obtidas com os extratos,
fragBes e compostos fendlicos sdo apresentadas no APENDICE G.

As Tabelas 16, 17 e 18 demonstram os resultados da porcentagem de redugdo do
radical DPPH e redugdo no valor da ICE nos ensaios quimiluminescentes por extratos MeOH,

fragBes e compostos fenolicos.
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Tabela 13 - Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para intensidade maxima de emissdo (IME) e integral da cinética de emissdo (ICE) dos

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

o Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 2
Espécie vegetal valor-P
(ng/mL) (mVv)* (valor da integral)? integral (%)
Alchornea glandulosa 100 43,7 0,52 x 10° + 2197 82,4 < 0,05*
50 38,5 0,54 x 10°+ 2279 81,6 <0,05*
5 64,5 2,32 x 10° + 9838 21,6 <0,05*
controle 84,4 2,96 x 10° + 12542 - -
Alchornea triplinervia 100 27,3 0,23 x10°+ 1144 90,2 <0,05*
50 28,3 0,26 x 10°+ 1301 88,9 <0,05*
5 42,6 1,67 x 10° + 8245 28,6 <0,05*
controle 64,3 2,34 x 10° + 11565 - -
Anacardium humile 100 33,4 0,11 x 10°+ 1113 95,0 < 0,05*
50 30,7 0,21 x 10° + 2047 90,5 <0,05*
5 48,1 2,00 x 10° + 8077 9,1 > 0,05
controle 57,0 2,20 x 10° + 13718 - -
Byrsonima basiloba 100 19,3 0,19 x 10° + 464 934 < 0,05*
50 19,0 0,30 x 10°+ 2376 89,7 <0,05*
5 74,1 2,92 x 10°+ 8077 0 > 0,05
controle 74,1 2,90 x 10° + 3502 - -

continua na pagina seguinte
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o Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 2
Espécie vegetal valor-P
(ng/mL) (mV)1 (valor da integ ral)2 integral (%0)
Byrsonima crassa 100 35,1 0,10 x 10° + 956 96,8 < 0,05*
50 40,5 0,22 x 10° + 1982 93,0 <0,05*
5 55,5 2,19 x 10°+ 20163 30,5 < 0,05*
controle 78,3 3,15 x 10° + 22334 - -
Byrsonima intermedia 100 34,2 0,37 x 10° + 2373 74,1 < 0,05*
50 39,3 0,57 x 10° + 3648 60,1 <0,05*
5 46,0 1,22 x 10°+ 7767 14,6 > 0,05
controle 51,0 1,43 x10°+ 9123 - -
Davilla elliptica 100 27,1 0,16 x 10° + 891 94,6 <0,05*
50 26,1 0,29 x 10° + 1651 90,3 <0,05*
5 65,3 2,80 x 10°+ 15811 6,0 > 0,05
controle 71,0 2,98 x 10° + 16869 - -
Guapira noxia 100 35,0 1,55 x 10° + 4391 35,4 < 0,05*
50 39,7 1,71 x 10° + 4842 28,8 <0,05*
5 49,8 1,89 x 10° + 5340 21,3 <0,05*
controle 58,6 2,40 x 10° + 6787 - -

continua na pagina seguinte
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Espécie vegetal Concentragéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na valor-p?
(ng/mL) (mVv)* (valor da integral)? integral (%)
Mouriri pusa 100 41,4 0,16 x 10° + 459 93,0 < 0,05*
50 47,6 0,18 x 10° + 520 92,2 <0,05*
5 50,0 2,30 x 10° + 4127 0 > 0,05
controle 53,3 2,30 x 10° + 4038 - -
Qualea. grandiflora 100 28,1 0,14 x 10° + 765 93,6 < 0,05*
50 29,1 0,15 x 10° + 867 93,1 <0,05*
5 48,7 1,95 x 10° + 6878 10,5 > 0,05
controle 50,3 2,18 x 10° + 7691 - -
Qualea multiflora 100 36,5 0,13 x 10°+ 1117 95,0 <0,05*
50 30,3 0,17 x 10° + 1432 93,5 <0,05*
5 35,7 1,37 x 10° + 11586 47,3 < 0,05*
controle 63,5 2,60 x 10° + 22417 - -
Qualea parviflora 100 31,3 0,11 x 10°+ 931 95,0 < 0,05*
50 27,0 0,14 x 10°+ 1194 93,6 <0,05*
5 31,2 1,14 x 10° £ 9655 48,0 <0,05*
controle 54,3 2,20 x 10° + 18681 - -

continua na pagina seguinte
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o Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 2
Espécie vegetal 1 ] , ) valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
Strychnos pseudoquina 100 65,1 2,50 x 10° + 21491 0 > 0,05
50 65,2 2,50 x 10°+ 17907 0 > 0,05
5 65,2 2,33 x 10° + 16466 4 > 0,05
controle 67,8 2,43 x 10° + 17202 - -

Valor apresentado como média; 2Valor apresentado como média + desvio padréo; *Obtido através da comparacéo da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na
presenca de diferentes concentracdes dos extratos MeOH; *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Tabela 14 - Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para intensidade maxima de emissdo (IME) e integral da cinética de emissdo (ICE) dos

sistemas LPMNSs/luminol/H. pylori (controle) e LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fraces

Espécie vegetal Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 5
(fracéo) (ng/mL) (mVv)* (valor da integ ral)2 integral (%0) valor-P
Byrsonima crassa 100 459 0,24 x 10° + 1674 91,7 <0,05*
(aquosa) 50 33,6 0,21 x 10°+ 1451 92,7 <0,05*
5 65,3 2,69 x 10° + 19010 6,6 > 0,05
controle 66,4 2,88 x 10° + 20382 - -
Byrsonima crassa 100 24,7 0,47 x 10° + 2985 83,5 < 0,05*
(AcOEt) 50 24,6 0,66 x 10°+ 4195 76,8 <0,05*
5 67,6 2,72 x 10°+ 17338 4,2 > 0,05
controle 66,4 2,84 x 10° + 18054 - -
Guapira noxia 100 22,6 0,90 x 10° + 2559 65,1 <0,05*
(flavonoidica) 50 35,2 1,48 x 10° + 4199 42,6 <0,05*
5 53,0 2,20 x 10° + 6225 14,7 <0,05*
controle 65,0 2,58 x 10° + 7289 - -
Guapira noxia 100 35,4 1,57 x 10° + 5550 34,9 <0,05*
(saponinas) 50 47,3 1,86 x 10° + 6562 22,8 <0,05*
5 53,7 2,38 x 10° + 8401 1,2 > 0,05
controle 55,8 2,41 x 10° + 8528 - -

continua na pagina seguinte
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Espécie vegetal Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 2
(fracéo) (ng/mL) (mV)* (valor da integral)? integral (%) valor-P
Strychnos pseudoquina 100 52,6 1,82 x 10°+ 9028 18,7 > 0,05 (0,054)
(alcaloidica) 50 49,9 1,86 x 10°+ 9197 16,9 > 0,05 (0,06)
5 59,0 2,32 x 10° + 13159 0 > 0,05
controle 55,8 2,24 x 10° + 11082 - -
Strychnos pseudoquina 100 30,5 1,10 x 10° + 3087 55,1 < 0,05*
(intermediaria) 50 28,1 1,26 x 10°+ 3576 48,6 <0,05*
5 60,4 2,45 x 10° + 6936 0 > 0,05
controle 62,1 2,45 x 10° + 6928 - -
Strychnos pseudoquina 100 22,6 0,94 x 10° + 2659 61,6 < 0,05*
(flavonoidica) 50 29,3 1,02 x 10° + 2879 58,4 <0,05*
5 29,3 1,18 x 10° + 3332 51,8 <0,05*
controle 62,0 2,45 x 10° + 6929 - -

“Valor apresentado como média; “Valor apresentado como média + desvio padrao; *Obtido através da comparacdo da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na

presenca de diferentes concentragdes das fracdes; *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Tabela 15 - Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para intensidade maxima de emissdo (IME) e integral da cinética de emissdo (ICE) dos

sistemas LPMNSs/luminol/H. pylori (controle) e LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de compostos fendlicos

o Concentracéo AQL para IME AQL para ICE Reducéo na 2
Substancia valor-P
(ng/mL) (mV)1 (valor da integ ral)2 integral (%0)
Amentoflavona 100 37,2 1,13 x 10° + 2407 56,2 <0,05*
50 41,8 1,76 x 10° + 3760 31,8 <0,05*
5 52,7 2,15 x 10° + 4355 16,7 <0,05*
1 64,1 2,44 x 10° + 5173 5,4 > 0,05
controle 70,3 2,58 x 10° + 5482 - -
(+)-catequina 100 23,8 0,05 x 10°+ 70 97,8 <0,05*
50 35,4 0,10 x 10° + 146 95,5 <0,05*
5 443 1,6 x 10° £ 2297 28,3 <0,05*
1 53,5 2,37 x10°+ 5173 0 > 0,05
controle 58,3 2,23 x 10° + 3363 - -
Galato de metila 100 39,3 0,16 x 10° £ 455 94,2 <0,05*
50 35,8 0,15 x 10° + 423 94,5 <0,05*
5 37,9 0,74 x 10° + 2094 73,1 <0,05*
1 59,3 2,62 x 10° + 7404 4,7 > 0,05
controle 63,9 2,75x 10°+ 7764 - -

continua na pagina seguinte
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Especie vegetal CO?:S?;T;; * AQL([r)na\r/z)‘llME (veﬁgrL d[;airni:;};nz iifsgurﬁo(c;)a) valor-P*
Quercetina-3-0-a-L- 100 28.4 0,87 x 10° + 1852 63,0 <0,05*
arabinopiranosideo
50 31,9 1,36 x 10° + 2893 42,1 <0,05*
5 52,7 2,14 x 10° + 4355 8,9 <0,05*
1 64,1 2,43 x10°+ 5173 0 > 0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -
Quercetina-3-O-3-D- 100 31,3 0,95 x 10° + 1852 59,6 <0,05*
galactopiranosideo
50 35,2 1,50 x 10° + 2893 36,2 <0,05*
5 53,8 2,18 x 10° + 4355 7.2 > 0,05
1 65,4 2,47 x 10°+ 5173 0 > 0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -
Quercetina 100 36,1 0,13 x 10° + 499 94,8 <0,05*
50 38,1 0,15 x 10°+ 578 94,0 <0,05*
5 38,3 0,18 x 10°+ 1101 92,7 <0,05*
1 36,9 1,11 x 10°+ 3211 55,2 <0,05*
controle 55,2 2,48 x 10° + 5987 - -

Valor apresentado como média; “Valor apresentado como média + desvio padréo; *Obtido através da comparacéo da ICE do controle e ICE obtida nos ensaios realizados na
presenca de diferentes concentragdes de compostos fendlicos; *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Tabela 16 - Reducgéo do radical DPPH e redugéo no valor da ICE por extratos MeOH de

diferentes espécies vegetais

Espécie vegetal

Reducéo DPPH (%)

Reducéo integral (%)

Concentragdes (ng/mL)

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 17,7 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

* Diferenca estatisticamente significativa na reducédo da ICE (p < 0,05)
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Tabela 17 - Redugéo do radical DPPH e redugédo no valor da ICE por diferentes fragdes

Reducéo DPPH (%) Reducéo integral (%)
Espécie vegetal
(fracao) Concentragoes (ng/mL)

5 50 100 5 50 100

Byrsonima crassa

260 912 919 66  92,7*  9L7*
(aquosa)

Byrsonima crassa

4,2 76,8*  83,5%
(acetato de etila) 1338 82,8 90,8

Guapira noxia

J 111 917 o932 | 17T 4267 6517
(flavondides)

Guapira noxia

. 5,7 83'6 93’3 1,2 22’8* 34’9*
(saponinas)

Strychnos pseudoquina

0 16,9 18,7
(alcaléides) 4,8 11,4 14,2

Strychnos pseudoquina

i iari 24 50 106 0  486% 551*
(intermediaria)

Strychnos pseudoquina

51,8*  58,4* 61,6*
(flavonéides) 67 582 804

* Diferenca estatisticamente significativa na reducéo da ICE (p < 0,05)
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Tabela 18 - Reducéo do radical DPPH e redugdo no valor da ICE por compostos fenolicos

Composto fenolico

Reducdo DPPH (%)

Reducéo integral (%)

Concentragdes (ng/mL)

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* 955* 97,8*
Galato de metila 95,1 97,1 96.9 73,1* 945* 94,2*
Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo 40,8 96,1 96,0 8,9* 42,1* 63,0*
Quercetina-3-0-p-D-galactopiranosideo 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*

* Diferenca estatisticamente significativa na reducéo da ICE (p < 0,05)
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A utilizacdo de plantas, no tratamento, cura ou mesmo na prevencdo de doencas, é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Apesar da grande evolugéo
da medicina alopética, a partir da segunda metade do século XX, ainda existem obstaculos
béasicos na utilizacdo dessa terapia, principalmente, por populacGes carentes, que vao desde o
acesso aos centros de atendimento médico a aquisicdo de medicamentos (VEIGA Jr et al.,
2005). Agregar conhecimentos cientificos ao uso popular das plantas traz grandes vantagens,
principalmente, em paises cuja maioria da populacéo é de baixo poder econdmico.

Estudos multidisciplinares tornam-se, cada vez mais importantes, para uma abordagem
terapéutica das plantas empregadas na medicina popular. As plantas utilizadas
tradicionalmente podem ser fontes potenciais de novas substéncias ativas, no entanto, muitas
espécies podem apresentar atividade citotoxica e genotoxica capazes, até mesmo, de induzir o
desenvolvimento de cancer (AMES, 1983; AMES; GOLD, 1990; VARANDA, 2006).
Ensaios de citotoxicidade basal in vitro sdo os primeiros testes utilizados para avaliar a
potencialidade de novos compostos para aplicagéo terapéutica e vém sendo empregados como
adjuvante dos testes in vivo, possibilitando a redugdo no nimero de animais utilizados na
avaliacdo da toxicidade aguda de substancias e preparagdes (VALADARES, 2006; VIEIRA,
VALADARES, 2008). Esse trabalho avaliou o potencial citotoxico de espécies vegetais
brasileiras, empregadas pela populacdo no tratamento de doencas, especialmente aquelas
associadas ao trato gastrintestinal, através da técnica de captagdo do corante vital vermelho
neutro recomendada pelo Comité de Coordenacdo Interagéncias para Validagdo de Métodos
Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods
- ICCVAM) (CASTANO; GOMEZ-LECHON, 2005; VALADARES, 2006).

Com excecdo de G. noxia, a citotoxicidade dos extratos MeOH (polares) foi
equivalente ou menor a observada para os extratos DCM e CHCI; (apolares). Lee et al. (2008)

demonstraram o potencial citotoxico do &cido ursolico, triterpeno pentaciclico, sobre diversas
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linhagens de células tumorais. Akihisa et al. (2006) atribuiram a citoxicidade do extrato de
folhas de Perilla frutescens var. japonica as altas concentracdes de acido oleandico e ursélico
(compostos triterpénicos) presentes na preparagdo. A presenca de triterpenos nos extratos
apolares, na maioria das espécies vegetais avaliadas, poderia justificar a maior citotoxicidade
dessas preparagdes em relacdo aos extratos polares (Tabelas 19 e 20, apresentadas ao final
discussao).

Os compostos triterpénicos, em decorréncia da caracteristica estrutural, podem
interagir com componentes celulares, especialmente esterois, promovendo perturbages na
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica (ANISIMOV, 1987; CHEN et al., 2001,
TURINA; PERILLO, 2003). Apesar do potencial citotoxico desses compostos ser relatado, a
mistura o-amitina e 3-amirina apresentou baixa citotoxicidade (ICsp = 292 pg/mL) para a
linhagem celular empregada nesse estudo.

Os maiores ICs, foram obtidos para os extratos polares de B. basiloba (366 ug/mL), B.
intermedia (1Cso = 340 pg/mL) e S. pseudoquina (ICsp = 375 pg/mL), indicando serem 0s
menos citotdxicos, nos quais a presenca de triterpenos ndo € descrita (Tabela 20). A presenca
de alantoina e de um ciclitol relatada, exclusivamente, em G. noxia (Tabela 20) poderia ser
responsavel pela maior citotoxicidade do extrato MeOH dessa espécie (ICso = 239 ug/mL),
entretanto, ndo verificamos na literatura estudos que atribuam potencial citotoxico a esses
compostos.

E reconhecido que extratos, infusdes e outras preparagdes obtidas de plantas
proporcionam uma mistura complexa de diferentes substancias quimicas, as quais podem
atuar sinérgica ou antagonicamente na inducdo da citotoxicidade e de outras atividades
bioldgicas (STERMITZ et al., 2000; SAVELEV et al., 2003; CHUNG et al., 2004; SERAFIN
et al., 2007; HUANG et al., 2008). Assim, alguns compostos fendlicos foram avaliados

isoladamente quanto a citotoxicidade basal. A quercetina (ICso = 94,5 ug/mL) e a (+)-
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catequina (ICsp = 164 pg/mL) apresentaram maior potencial citotoxico em relacdo ao galato
de metila (ICsp = 297 pg/mL), amentoflavona (ICso = 366 nug/mL) e formas glicosidicas da
quercetina (ICsps > 500 pg/mL). Andlises cromatograficas demonstram a presenca
predominante de flavondides e catequinas na fragdo AcOEt (ICsp = 308 pg/mL) e de taninos
na fracdo aquosa (ICsp = 413 pg/mL) de B. crassa, que poderia justificar a diferenca de
toxicidade observada para essas fracbes (SANNOMIYA et al., 2004; SANNOMIYA et al.,
2005a; CARDOQOSO et al., 2006).

O género Strychnos é conhecido por apresentar substancias toxicas, especialmente
alcaloides, entretanto investigagdes fitoquimicas realizadas com varias espécies pertencentes a
esse género demonstram uma grande diversidade estrutural desses compostos com efeitos
bioldgicos variados (RASOANAIVO et al., 1996; PHILIPPE et al., 2004; SILVA et al.,
2005). A fracdo enriquecida de alcaldides obtida de S. pseudoquina demonstrou baixa
citotoxicidade (ICso = 413 ug/mL) no teste realizado in vitro. Estudo in vivo, utilizando essa
mesma fragdo, demonstrou auséncia de sinais e sintomas de toxicidade aguda em ratos (Da
SILVA et al., 2005).

A relacdo estrutura - atividade citotoxica de compostos polifendlicos, € relatada,
principalmente para flavondides, incluindo ensaios utilizando diferentes linhagens tumorais.
Chang et al. (2007, 2008) demonstraram que a citotoxicidade desses compostos pode estar
relacionada & presenca de 2,3-dupla ligacdo no anel heterociclico (anel C), orto-hidroxilagéo
no anel B e o nimero de hidroxilas na estrutura. A substituicdo da hidroxila na posicdo C3 e a
presenca de glicosideo no anel C, como na quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e
quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo, confirmam a diminuicdo da citotoxicidade desses
compostos em relacdo a aglicona. A Figura 6 apresenta a estrutura geral dos flavondis e as

diferencas estruturais entre a quercetina e os dois derivados glicosilados avaliados.
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Publicacéo recente atribui o potencial citotoxico de diferentes extratos de raizes e
folnas de Euterpe precatoria (acaizeiro) a presenca de quercetina e catequina nessas
preparacdes, sendo a maior citotoxidade relatada para o extrato contendo o flavonol
(GALOTTA et al., 2008). A diferenga do ICso da quercetina em relacdo a (+)-catequina pode
contribuir para maior ou menor toxicidade dos extratos polares, visto que ambos compostos

podem estar presentes nessas preparacoes.

Figura 6 — (A) Estrutura geral dos flavondis; (B) quercetina (R = H), quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo (R = a-L-arabinopiranosideo) e quercetina-3-O-p-D-

galactopiranosideo (R = B-D-galactopiranosideo)

A grande variedade de metabolitos secundéarios derivados de plantas tem despertado o
interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia, e, principalmente, das inddstrias
farmacéuticas, que véem neles uma fonte de moléculas Uteis para a clinica médica (SIMOES
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 terapéutico

disponivel no mercado, o aumento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem
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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 consequéncia direta nos esquemas de tratamento das
doengas gastricas, através da introducdo da terapia antimicrobiana (SUERBAUM,;
JOSENHANS, 2007). No entanto, nos Gltimos anos, com o aumento do nimero de cepas de
H. pylori resistente aos antimicrobianos, comumente empregados nas terapias de erradicagéo,
pesquisas tém 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 decorréncia da relagdo entre os disturbios gastricos e a bactéria H. pylori,
associado ao uso popular de plantas no tratamento de Ulceras e gastrites, foi avaliada a
atividade anti-H. pylori de extratos, fracGes e substancias obtidas das espécies propostas. No
Brasil, poucos séo os relatos da atividade de produtos naturais para H. pylori, principalmente
em decorréncia das dificuldades de cultivo dessa bactéria e de testes padronizados que
utilizam baixas quantidades de uma substancia ou preparagéo.

Os métodos de diluicdo em caldo ou &gar sdo igualmente aceitaveis para avaliar
quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado
microrganismo. A atividade anti-H. pylori dos extratos, fragdes e substancias foi quantificada
por técnica de microdiluicio em caldo, previamente padronizada (APENDICE B). A CMI de
1024 ug/mL foi definida apenas para os extratos MeOH e CHCI; de B. crassa e CHClI; de D.
elliptica, para as demais preparacdes e substancias ndo foi possivel estabelecer a CMI na
maior concentragdo avaliada.

Alguns trabalhos demonstram a atividade antibacteriana de terpendides (BARRE et

al., 1997; FONTANAY et al., 2008; HIGUCHI et al., 2008), cujo mecanismo de ac¢do ainda
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ndo é totalmente compreendido, mas que possivelmente envolva interagdo com componentes
lipofilicos e alteragdo na permeabilidade seletiva de membranas celulares microbianas
(COWAN, 1999; HARAGUCHI et al., 1999; MALLAVADHANI et al., 2004). Gadhi et al.
(2001) atribuiram atividade anti-H. pylori da fragdo CHCl; de Aristolochia paucinervis aos
acidos graxos e terpenos. Shikov et al. (2008) também associaram a atividade antibacteriana
de extrato oleoso obtido de flores de Chamomilla recutita a &cidos graxos, cumarinas e
terpenos. A presenca de terpenos reportada nos extratos MeOH e CHCI; de B. crassa e CHCI;
de D. elliptica poderia justificar a CMI (1024 ng/mL), entretanto esses compostos também
sdo descritos em outros extratos para os quais ndo foi possivel definir a CMI nessa mesma
concentragdo (Tabelas 19 e 20).

Analise fitoquimica do extrato MeOH de B. crassa (Tabela 20) demonstra, além de
terpenos, a presenca de diferentes compostos fendlicos (acido gélico e derivados) e
polifendlicos (flavondides, 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 flavondides e de diversos compostos polifendlicos (FUKAI et al., 2002;
SHIN et al., 2005). Ustun et al. (2006) verificaram o efeito inibidor de alguns flavondides,
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 padrdo de H. pylori (NCTC
11637). Funatogawa et al. (2004) demonstraram a atividade anti-H. pylori de alguns taninos
hidrolisaveis. A CMI do extrato MeOH de B. crassa para H. pylori pode estar relacionada ndo
somente as classes de compostos, mas também ao perfil quantitativo das diferentes
substancias presentes nessa preparacdo, visto que VArios constituintes também sdo relatados

nos extratos polares de outras espéecies vegetais que ndo apresentaram essa mesma atividade.
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Apesar da CMI ser definida como a menor concentragdo de um agente antimicrobiano
que impede o crescimento visivel de um microrganismo em testes de sensibilidade, a relagéo
concentracdo e inibicdo de crescimento é demonstrada como sendo aplicavel na triagem do
potencial antimicrobiano de extratos e outras preparacOes vegetais (TABAK et al., 1999;
CHATTERIEE et al., 2004; VELURI et al., 2004; CASTILLO-JUAREZ et al., 2007). Na
concentracdo de 1024 pg/mL, os extratos CHCl; e MeOH de B. intermedia e CHCI; 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 distdrbios gastricos que, geralmente, estéo
associados a colonizagdo por essa bactéria.

Com o objetivo de verificar quais possiveis classes de compostos que poderiam
apresentar efeito anti-H. pylori, fragbes foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o
crescimento dessa bactéria. A baixa atividade observada para a fracdo aquosa e AcOEt de B.
crassa ndo possibilitou inferir somente aos taninos, catequinas e flavondides o potencial
antimicrobiano demonstrado para o extrato MeOH.

Estudos tém demonstrado correlagdo entre presenca de compostos fendlicos,
especialmente flavondides, e atividade anti-H. pylori em diferentes espécies vegetais (FUKAI
et al., 2002; USTUN et al., 2006). Quercetina e os cinco compostos fendlicos 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-a-L-arabinopiranosideo > (+)-catequina > quercetina-3-O-f3-
D-galactopiranosideo > galato de metila) que a obtida para o extrato MeOH. Esses resultados
apontam para um possivel sinergismo entre compostos presentes nesse extrato. Em estudo
recente, Lai et al. (2008) demonstraram melhor atividade anti-H. pylori de extratos MeOH e

CHCI; de Phyllanthus urinaria (quebra pedras) em relacdo a oito compostos fendlicos
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isolados da mesma planta. Varios trabalhos apontam o efeito sinérgico de compostos
presentes em preparacdes vegetais e também quando associados a antibiticos quanto a
atividade antimicrobiana (STERMITZ et al., 2000; LIN et al., 2005; SERAFIN et al., 2007;
HEMAISWARY et al., 2008).

Porinas sdo proteinas transmembranares, presentes na membrana externa de bactérias
Gram-negativas, responsaveis pela difusdo de ions e de moléculas de baixo peso molecular,
que participam do processo de nutricdo microbiana. Os canais internos das porinas podem
apresentar didametros variados e distribuicdo de cargas positivas e negativas, decorrente da
presenca de aminoécidos carregados, 0s quais geram um campo eletrostatico, podendo
dificultar a passagem de algumas substancias (HANCOCK, 1987; ALVAREZ et al., 2008).
Por exemplo, em relacdo aos antibidticos, porinas seletivas para cations favorecem a
passagem de B-lactdmicos através da membrana externa em Escherichia coli, enquanto que as
seletivas para anions fazem o inverso (NIKAIDO et al.,1983).

Em recente trabalho, Alvarez et al. (2008) reportaram que a quercetina poderia
neutralizar aminoécidos carregados presentes nos canais das porinas, facilitando a entrada de
outros flavondides na célula bacteriana. Arima et al. (2002) demonstraram o efeito sinérgico
de combinagOes 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 ndo 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 preparacdes vegetais, com baixa atividade antimicrobiana in vitro, pode
contribuir para a destrui¢do de agentes infecciosos.

Nos ultimos anos, varios estudos associam o stress oxidativo ao desenvolvimento ou

agravamento de diversas afec¢Bes, incluindo desordens géastricas, doengas reumaticas,
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cardiovasculares e neurodegenerativas (OHSHIMA et al., 2003; SHIMOYAMA et al., 2003;
EFRAIM et al., 2006; AUGUSTO et al., 2007). A produgdo excessiva de EROs e espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs), associada a liberacdo de enzimas granulares por células do
sistema imunoldgico, causam danos fisioldgicos importantes as células, agravando o processo
inflamatorio (PARIJ et al., 1998; Di STASI et al., 2004).

Embora os mecanismos envolvidos na inflamacdo géstrica induzida pelo H. pylori
ainda ndo estejam completamente esclarecidos, o papel dos LPMNs e de EROs na patogénese
de doencas associadas a essa bactéria é amplamente reportado (SHIMOYAMA et al., 2003;
KIM, 2005; ATHERTON, 2006; WANG et al., 2008). Nos estagios iniciais da colonizacao,
um grande nimero de LPMNs migra para o sitio da infec¢do no limen gastrico, cuja presenca
é mantida durante a fase crdnica da doenca, ndo garantindo, porém, a eliminagdo do H. pylori
(KEENAN et al., 2005). Algumas citocinas, como a interleucina-8 (IL-8), liberadas por
mononucleares, especialmente macrdofagos, e proteinas expressas pelo préprio H. pylori
parecem ser importantes para manutencdo do intenso infiltrado neutrofilico na mucosa
gastrica (ERNEST; GOLD, 2000; AUGUSTO et al., 2007; SHIH et al., 2007).

O burst oxidativo de fagdcitos pode ser ativado por um grande nimero de moléculas
bioldgicas, 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 estimulo leva a ativagdo da proteina quinase C, que fosforila o
complexo enzimético NADPH oxidase. O complexo NADPH oxidase catalisa a transferéncia
de elétrons de NADPH para o oxigénio molecular (O,), gerando O," que serve como material
inicial para a producéo de uma vasta selecdo de oxidantes reativos. A maior parte do O,", em
meio aquoso, é convertida em H,O, e O, por dismutacdo espontdnea ou pela agdo da
superoxido dismutase (SOD), podendo ainda reagir com Oxido nitrico (NO) para formar

peroxinitrito (ONOO-). A mieloperoxidase (MPO), liberada a partir de granulos azurdfilos
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dos LPMNs, na presenca de H,O; catalisa a oxidagdo de cloreto (CI") com geracdo do HOCI,
potente agente bactericida (HAMPTON et al., 1998; BABIOR, 2000; BERGT et al., 2001;
BARREIROS et al., 2006). A Figura 7 apresenta, esquematicamente, as possiveis reacdes
geradoras de EROs e ERNs em fagdcitos ativados.

O HOCI ainda pode dar origem a outras moléculas citot6xicas, como monocloraminas
(NH.CI, R-NHCI), ap6s reacdo com amonia, gerada a partir da metabolizacdo da uréia pela
enzima urease de H. pylori (ABE et al., 2000; AUGUSTO et al., 2007). A severidade das
lesGes, aumento do risco de apoptose celular e lesdio do DNA na mucosa gastrica 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 incorporacéo
de drogas ou preparagdes antioxidantes na terapia de erradicagdo do H. pylori pode diminuir o
stress oxidativo e niveis de citocinas, bem como favorecer a eliminacdo da bactéria (DUNN et

al., 1997; HAHM et al., 1998a,b; LEE et al., 2008; YANG; CHIEN, 2009).

MEIO EXTRACELULAR
OU FAGOLISOSSOMAL
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Figura 7 - Geragdo de espécies reativas durante o burst oxidativo de fagécitos

(Adaptado de HAMPTON et al., 1998)
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Vérios estudos associam o efeito gastroprotetor de extratos e substancias 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, fragdes e substancias 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 ndo 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 (PEREZ 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 fracdes, para a aquosa e ACOEt de B. crassa e enriquecida de flavonoides
de G. noxia. Compostos fendlicos, como flavondides, taninos, acidos fendlicos e derivados,
sdo reconhecidos pelo potencial antioxidante, estando normalmente presentes em maiores
concentrages em preparagdes polares (FUKUDA et al., 2003; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; LIMA et al., 2006; CONFORTI et al.,, 2008). A presenca
predominante de flavondides e catequinas na fragdo AcOEt e de taninos na fracdo aquosa de
B. crassa justifica o potencial antioxidante dessas fragdes (SANNOMIYA et al., 2004;
SANNOMIYA et al., 2005a; CARDOSO et al., 2006).

Com excecdo do extrato MeOH de G. noxia (CEsq = 40 pug/mL) e S. pseudoquina
(CEsp = 113,2), os demais apresentaram valor de CEsp < 14,2 pg/mL, resultados que,
possivelmente, estejam relacionados as classes e quantidade de compostos fendlicos presentes
nesses extratos. Pesquisas demonstram a atividade antioxidante, normalmente, para
flavonoides e acidos fenolicos, entretanto alguns trabalhos tém reportado esse potencial para
outros compostos fendlicos como, por exemplo, taninos (FENGLIN et al., 2004;

SIDDHURAJU; MANIAN, 2007). Siddhuraju et al. (2002) demonstraram que as altas
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concentragOes de taninos, em preparagdes de cascas de caule de Cassia fistula, conferiam a
essas preparacdes elevada capacidade sequestradora do radical DPPH. A presenca de taninos
ndo é relatada no extrato MeOH de G. noxia e S. pseudoquina (Tabela 20), os quais
demonstraram os maiores valores de CEsg e, consequentemente, menor potencial de reducéo
do radical DPPH.

As espécies pertencentes ao género Strychnos séo conhecidas por apresentarem grande
quantidade de alcaldides. A fracdo alcaloidica de S. pseudoquina apresentou baixa capacidade
sequestradora do radical DPPH, demonstrando que a atividade obtida com o seu extrato
MeOH seja, possivelmente, decorrente dos flavondides e ndo dos alcaldides presentes nessa
preparacdo. Baseando-se no mecanismo de reducdo do radical DPPH, é possivel inferir que os
extratos polares possuam maior quantidade e/ou diversidade de substancias capazes de doar
hidrogénio a esse radical.

A atividade antioxidante de compostos quimicos esté relacionada a capacidade de doar
elétrons, gerando produtos menos reativos. Barreiros et al. (2006) relatam que a propriedade
antioxidante de flavondides esta associada a estabilidade do radical flavanoil formado ap6s a
reacdo com o0 agente oxidante, sendo essa estabilidade dependente da capacidade do
flavonoide em deslocar ou estabilizar o elétron desemparelhado.

Os compostos fendlicos obtidos a partir do extrato MeOH de B. crassa, especialmente
(+)-catequina e galato de metila, apresentaram potencial antioxidante comparavel ao da
quercetina e trolox, empregados como padrdes nos ensaios com o DPPH. Para os compostos
fendlicos, na menor concentracdo avaliada (5 pg/mL), a ordem de capacidade sequestradora
do radical DPPH foi: galato de metila > quercetina > (+)-catequina > quercetina-3-O-a-
arabinopiranosideo > quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo > amentoflavona, sendo pouca a

diferenca desse potencial para os trés primeiros compostos.
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Flavonoides, acidos fendlicos e derivados (galato de metila, de etila, de propila e
outros galato-ésteres) sdo as principais classes de compostos fendlicos distribuidas nas
espécies vegetais (NENADIS et al., 2004). A atividade antioxidante desses compostos deve-
se, principalmente, a sua caracteristica estrutural, que desempenha um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e de outros compostos oxidantes, como também
na quelagdo de metais de transigdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como de propagacdo do
processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).

Em geral, o sequestro de radicais livres e atividade antioxidante dos compostos
polifendlicos, como flavonoides, depende principalmente do niimero e posi¢do das hidroxilas
nos anéis aromaticos (A e B), um grupo 3’4’-catecol (duas hidroxilas em posi¢des vizinhas)
no anel B e uma hidroxila na posicdo C3 do anel heterociclico (Figura 6) (LU; FOO, 2000;
HEIM et al., 2002; LUIS et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2008). A presenca de hidroxila nas
posicdes 5 e 7 do anel A é, normalmente, de menor importancia. A glicosilagdo na posicdo C3
do anel heterociclico e a auséncia de uma dupla ligagdo na posigdo 2,3 conjugada a um oxo-
carbono na posicao 4 parecem reduzir o potencial antioxidante dos flavonoides (HEIM et al.,
2002; CAl et al., 2004; MAMEDE; PASTORE, 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Vérios estudos tém demonstrado que agliconas sdo mais potentes antioxidantes que
seus correspondentes glicosilados (GAO et al., 1999; HEIM et al., 2002; CAl et al., 2004).
Analisando os valores de CEsg verificamos que a quercetina apresentou melhor atividade
sequestradora do radical DPPH que seus derivados glicosilados (quercetina-3-O-f-D-
galactopiranosideo e quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo), sendo esses resultados
concordantes com a literatura.

Alguns trabalhos citam o potencial antioxidante do &cido galico e seus derivados
(KIKUZAKI et al., 2002; DEGASPARI; 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 decorréncia de um menor impedimento estérico
(MAGALHAES 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 acido gélico 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, fragdes e compostos fendlicos foram avaliados quanto a capacidade de reduzirem ou
inibirem o burst oxidativo gerado em LPMNs quando ativados por H. pylori. Nas maiores
concentragOes avaliadas (50 e 100 ug/mL), com excegdo de G. noxia e S. pseudoquina, 0s
extratos reduziram fortemente o burst oxidativo, resultados compativeis aos observados no
ensaio in vitro. No entanto, na menor concentragdo testada (5 pg/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 fagocitos (Tabela 16, apresentada nos resultados). E necessario enfatizar que a
reducdo do DPPH in vitro € uma Unica rea¢do quimica, podendo ndo ter a mesma similaridade
com as diversas reaces que ocorrem em sistemas biol6gicos. Assim, substancias presentes
nos extratos atuam sequestrando/reduzindo EROs ja formadas, como O,*, OH®, H,0,, HOCI,
e/ou inibindo a atividade de enzimas que participam da geragdo dessas espécies, como a
NADPH oxidase e a MPO.

A literatura relata o efeito inibidor de compostos fenolicos sobre o metabolismo
oxidativo e degranulacdo de LPMNs (KANASHIRO et al., 2004; KANASHIRO et al., 2007;
SOUSA et al., 2007). Recentemente, Paula et al. (2009) demonstraram o efeito do extrato
hidroalcodlico de frutos de Tamarindus indica na inibi¢cdo da quimiluminescéncia dependente

de luminol e lucigenina de LPMNSs ativados, por diferentes estimulos (zymosan opsonizado,
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PMA e fMLP), que foi relacionada a presenca de alta concentracdo de flavondides e outros
polifendis no extrato. Fernandes et al. (2004) atribuiram o potencial antioxidante do extrato
aquoso de Sutherlandia frutescens a taninos e flavondides na preparacdo. Os ensaios
quimiluminescentes utilizando extratos de G. noxia e S pseudoquina demonstraram a baixa
capacidade na reducdo do burst oxidativo de LPMNs por essas preparacOes, ja as fracdes
flavonoidicas dessas mesmas espécies vegetais e a fracdo aquosa (rica em taninos) e AcOEt
(rica em flavonoides) de B. crassa apresentaram alta capacidade de reduzirem o burst,
especialmente, nas maiores concentragoes testadas (Tabela 17, apresentada nos resultados). A
presenca de taninos em extratos MeOH, associada a flavondides, pode contribuir com a
potencial antioxidante dessas preparacoes.

O luminol pode ser oxidado por varias espécies reativas, incluindo o O,", H,O,, OH’,
peroxinitrito, e, principalmente, pelo HOCI, o qual é gerado através do sistema MPO-H,0,-Cl
(ABE et al., 2000; COSTA et al., 2006; MAGALHAES et al., 2008). Assim, baseando-se no
mecanismo de oxidagdo de luminol e no perfil da cinética de emissdo de luz ap6s a adigéo dos
extratos e fragdes (APENDICE F), a reducgfo no burst oxidativo de LPMNs, possivelmente,
esteja relacionada a capacidade de compostos presentes nessas preparagdes em sequestrarem o
HOCI ou outras EROs que oxidam o luminol. A baixa quimiluminescéncia, que é mantida
apos a adicdo da maioria dos extratos e fragdes, ndo descarta a possibilidade da inibi¢do das
enzimas NADPH oxidase e/ou MPO por compostos presentes nesses extratos e fragdes.
Estudos tém demonstrado que flavondides 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 contém mistura de compostos quimicos com
distintas atividades biolégicas que, algumas vezes, podem atuar sinergicamente, como ja
relatado em diferentes trabalhos. Riemersma et al. (2001) demonstraram que polifendis,

mesmo em baixas concentra¢fes, podem atuar inibindo a migracéo e a resposta inflamatéria
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mediada por neutrofilos. A seguir, Moreira et al. (2007), evidenciaram que alguns flavonois
sdo capazes de ativar e modular a resposta imunolégica em fagdcitos. Zheng e Wang (2001)
destacaram a dificuldade de comparacéo da atividade antioxidante de extratos herbaceos, em
consequéncia da diversidade e complexidade dessas misturas, principalmente, em decorréncia
da presenca de compostos fendlicos. Em razéo dessa complexidade quimica, possivelmente, a
capacidade dos extratos MeOH de reduzir o burst oxidativo de LPMNSs ativados por H. pylori
seja consequéncia de diferencas qualitativas e quantitativas na composicao das preparacdes.

Os ensaios de quimiluminescéncia realizados para o0s compostos fendlicos
demonstram que a (+)-catequina, o galato de metila e a quercetina, nas maiores concentragdes
ensaiadas, reduziram em mais de 90% o burst de LPMNs quando ativados por H. pylori
(Tabela 18, apresentada nos resultados). Entretanto, na menor concentragcdo de 5 pg/mL,
considerando 0 ensaio ex-vivo, a (+)-catequina apresentou menor potencial antioxidante que a
quercetina e o galato de metila (Tabela 18). Como relatado, diferengas estruturais entre
compostos fendlicos podem determinar a maior ou menor capacidade do composto sequestrar
EROs (TALEB-CONTINI et al., 2006). Particularmente para quercetina, a habilidade de
capturar EROs € decorrente do nimero de grupos hidroxil livres, da presenca de hidroxila na
posicdo C3 do anel C e da dupla ligacéo na posigdo C2-C3 (KROL et al., 1996; SELLOUM et
al., 2004), conforme também descrita para reduzir o DPPH. A auséncia da dupla ligagdo no
anel heterociclico da (+)-catequina talvez possa justificar a menor competéncia desse
composto em reduzir/inibir o burst oxidativo quando comparada a quercetina.

O luminol é uma sonda quimiluminescente capaz de monitorar a producdo e liberagéo
de EROs no meio extra e intracelular (visto a sua capacidade de entrar na células), assim a
permeabilidade da membrana dos LPMNs as diferentes substancias deve ser considerada
nesse tipo de ensaio. Em decorréncia das caracteristicas estruturais, a quercetina e o galato de

metila foram, entre os compostos fendlicos, 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.

E relatado que tanto a glicosilacdo de flavondides como a auséncia da 2,3-dupla
ligagdo e do grupo 4-oxo no anel B dos flavandis (catequinas), diminui a lipofilicidade desses
compostos limitando suas concentracoes intracelulares (WANG; JOSEPH, 1999; SPENCER
et al, 2001; VUOTTO et al, 2003). Na concentragdo de 5 pg/mL, o0s ensaios
quimiluminescentes demonstraram que a quercetina apresenta capacidade antioxidante
superior aos flavonoides glicosidicos, amentoflavona e catequina (como mencionado), que
pode ser justificada pela sua, relativa, maior hidrofobicidade. Nos ensaios in vitro de reducéo
do DPPH, a quercetina e catequina demonstraram capacidade antioxidante equivalente em

todas as concentragdes avaliadas.
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Tabela 19 - Substancias descritas em extratos apolares de espécies vegetais do Cerrado brasileiro

Substancias Agt | AP | AR’ [ Bb* | Bc® | Bi® | De’ | Gn® | Mp® | Qg"° [ Om™ | Qp* | Sp™
N-alcanos +
triacontano +
dotriacontano +
Esterdides + + + + +
[-sitosterol + +
Poliisoprendides +
Terpenos + + + + + + + + + +
acido ursdlico + + +
acido oleanolico + + +
acido betulinico + +
acido epi-betulinico
o-amirina + +
B-amirina + +
o-amirinona +
betulina +
friedelina + +
lupeol + + + + + +
lupenona + + +

'Ag = A. glandulosa (CALVO, 2007); “At = A. triplinervia (CALVO, 2007); *Ah = A. humile (YASUNAKA et al., 2008); “Bb = B. basiloba (LIRA et al.,
2008); °Bc = B. crassa (HIGUCHI et al., 2008; LEITE et al., 2008); °Bi = B. intermedia; 'De = D. elliptica (MICHELIN et al., 2005; LOPES et a., 2007);
Gn = G. noxia; *Mp = M. pusa (ANDREO et al., 2006); *°Qg = Q. grandiflora (NASSER, 2007); *Qm = Q. multiflora (NASSER, 2007); *Qp = Q.
parviflora (NASSER, 2007); **Sp = S. pseudoquina (da SILVA et al., 2005; SANTOS et al., 2006);

(+) presenga da substancia no extrato; () substancia ndo relatada no extrato
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Tabela 20 — Substancias descritas em extratos polares de espécies vegetais do Cerrado brasileiro pisoussao
Substancias Agt | AP | AR® | Bb* | Bc® | Bi® | De’ | Gn® | Mp® | Qg™ | Om*™ | Qp** | sp®
Acidos fenélicos e derivados + + + + + + + + +
acido gélico + + + + + + + +
galato de metila + + + + + +
galato de etila +
Acido elagico e derivados +
Acido 3,3’-di-O-metilelagico + +
Acido 3,3’-di-O-metilelagico-4-O-B- + + n
glicopiranosideo
Acido +

3-O-metilelagico-4’-ramnopirosideo
Acido 3,3’ ,4-tri-O-metilelagico-4’-O- +

B-D-glicopiranosideo

Alantoina +

Alcal6ides + + +
N-1,N-2,N-3-triisopentenil guanidina +

pteroginidina +

3-hidroxi-enolato +

(nor-diidroflurocurarina)

diabolina +

11-metoxidiabolina +

continua na pagina seguinte
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Substancias

Ag

At?

Ah®

Bb*

Bc®

Bi®

De’

Gn®

Mp®

Qg*°

lel

Qp“

Sp

13

Catequinas

(+)-catequina

(-)-epicatequina

galocatequina

(-)-epigalocatequina galato

Ciclitol

3-O-metil-chiro-inositol (pinitol)

Derivados do &cido galoil quinico

Esqualeno

Esteroides

[-sitosterol

[-sitosterol glicosideo

sitostenona

estigmasterol

Flavonéides

quercetina

mirecetina

kampferol

isorhamnetina

metil derivado da isorhamnetina

continua na pagina seguinte
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continuacao
Substancias Agt | A | AR® | Bb* | Bc® | Bi® | De’ | Gn® | Mp® | Qg” | Qm™ | Qp** | sp®
amentoflavona + + + + + +
strychnobiflavona +
5,6,4’-tri-hidroxi-7-metoxi flavona +
Flavondides glicosidicos + + + + + + + + + + +
guercetina-3-O-a.-L- + + + + + + +
arabinopiranosideo
quercetina-4’-0O-B-D- +
arabinopiranosideo
quercetina-3-O-p-D- +
arabinopiranosideo
guercetina-3-O-a.-L- +
arabinofuranosideo
quercetina-3-O-p-D- + + + + + + + +
galactopiranosideo
quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo +
quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo + + +
quercetina-7-O-B-D-glucopiranosideo +
quercetina-3-O-f-D-alopiranosideo +
quercetina-3-O-a.-L-ramnopiranosideo + + +

continua na pagina seguinte
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Substancias

Ag

Ah®

Bb*

Bc®

Bi®

De’

Gn®

Mp®

Qg*°

lel

Qp“

Sp

13

guercetina-3-O-(2”-O-galoil)-p-D-

glucopiranosideo

guercetina-3-O-(2”-0-galoil)-p-D-

galactopiranosideo

quercetina-3-O-(2”-0-galoil)-o.-L-

arabinopiranosideo

quercetina-3-O-a.-L-ramnopiranosil-

(1—6)-p-D-galactopiranosideo

guercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-

(1—>6)-B-D-glucopiranosideo (rutina)

guercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-

(1—6)]-B-D-alopiranosideo

guercetina 3-0-(2°*,6”’-0-a-L-
diramnopiranosil)-p-D-

glucopiranosideo

guercetina 3-0-(2"*,6”’-0-a-L-
diramnopiranosil)-p-D-

galactopiranosideo

continua na pagina seguinte
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Substancias

Ag

At?

Ah®

Bb*

Bc®

Bi®

De’

Gn®

Mp®

Qg*°

Qp“

Sp

13

quercetina 3-0-(2’’-O-B-D-
apiofuranosideo-6’’-O-a-L-

ramnopiranosil)-B-D-glucopiranosideo

quercetina 3-0-(2’’-O-B-D-
apiofuranosideo-6’’-O-a-L-
ramnopiranosil)-B-D-

galactopiranosideo

quercetina-3-O-B-D-glicopiranosil-

(6—1)-0O-a-L-ramnopiranosideo

3’-metoxiquercetina-3-0--D-
galactopiranosil-(6—1)-0O-a.-L-

ramnopiranosideo

3’-metoxiquercetina-3-0--D-
glicopiranosil-(6—1)-O-a.-L -

ramnopiranosideo

miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo

miricetina-3-O-B-D- ramnopiranosideo

miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo

miricetina-3-O-B-D-glicopiranosideo

kampferol-3-O-rutinosideo

continua na pagina seguinte
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Substancias

Ag

Ah®

Bb*

Bc®

Bi®

De’

Gn®

Mp®

Qg*°

lel

Qp“

Sp

13

kampferol-3-O-a-L-ramnosideo

kampferol-3-O-3-D-

galactopiranosideo

kampferol-3-O-3-D-

arabinopiranosideo

kampferol-3-O-B-D-xilopiranosideo

kampferol-3-O-B-D-glicopiranosideo

kampferol-3-O-a-L-ramnopiranosil-

(6—1)-B-D-galactopiranosideo

kampferol-3-O-a.-L-ramnopiranosil-

(6—1)-B-D-glicopiranosideo

dihidroxikampferol-3-O-3-D-

glucopiranosideo

dihidroxikampferol-3-O-3-D-

galactopiranosideo

kampferol 3-O-a.-L-(4"-E-p-cumaroil)-

ramnosideo

kampferol 3-O-a-L-(4”Z-p-cumaroil)-

ramnosideo

isorhamnetina-3-O-rutinosideo

continua na pagina seguinte
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Substancias Agt | AP | AR® Bb* | Bc® | Bi® | De’ | Gn® | Mp® | Qg OQm™ | Qp** | sp®
isorhamnetina-3-O-(6"-B-D- +
galactopiranosil)-o.-L-
ramnopiranosideo
Isocumarinas + +
acido carboxilico da brevifolina + +
Saponinas + + + + + + +
Taninos + + + + + + + + + + +
corilagina + +
isocorilagina +
B-D-glucogalina +
proantocianidina +
Terpenos + + + + + + +
acido ursélico +
acido oleanolico +
loliolida +
fitol +
lupeol +
o-amirina +
B-amirina +
bellericagenina B +

continua na pagina seguinte
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continuacao
Substancias Agt | A | AP Bb* | B | Bi® | De' | Gn® | Mp? | Qg | om™ | Qp** | sp®®
bellericasideo B +
arjunglicosideo +
28-nor-17,22- +
seco-20,3p,19,22,23-pentaidroxi-A'*-
oleanano

lAg = 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); “Bb = 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., 2005¢; CARDOSO et al., 2006); ®Bi = B. intermedia (CARDQOSO, 2006;
SANNOMIYA et al., 2007); De =D. elliptica (CARLOS et al., 2005; MICHELIN et al., 2005; RINALDO et al., 2006); 8Gn = G. noxia (SEVERI et al., 20064,
b; SEVERI, 2007); °Mp = M. pusa (ANDREO et al., 2006; SANTOS et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2008); °Qg = Q. grandiflora (GASPI et al., 2006;
HIRUMA-LIMA et al., 2006; NASSER, 2007; AYRES et al., 2008;"'Qm = Q. multiflora (NASSER, 2007); *?Qp = Q. parviflora (NASSER et al., 2006;
NASSER, 2007;); **Sp = S. pseudoquina (NICOLETT! et al., 1984; da SILVA et al., 2005; SANTOS et al., 2006);

(+) presenga da substancia no extrato; () substancia ndo relatada no extrato
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Conclusoes

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

e Os extratos, fracbes e mistura de triterpenos avaliados, obtidos de plantas do Cerrado
brasileiro, apresentaram baixa citotoxicidade basal e menor potencial toxico que o0s

compostos fendlicos quercetina e (+)-catequina;

o As espécies vegetais B. crassa e D. elliptica revelaram melhor atividade anti-H. pylori,
entretanto, essa atividade ndo pode ser atribuida a uma Unica classe de compostos ou

substancia quimica presente nos extratos;

e Considerando todas as concentracfes ensaiadas, a atividade antioxidante in vitro, avaliada
através da capacidade redutora de radical DPPH, de extratos, fraces e substancias isoladas
ndo representa necessariamente o efeito desempenhado em sistema ex vivo quanto a
capacidade de sequestar e/ou inibir o burst oxidativo de LPMNSs ativados por H. pylori,

conforme demonstrado em ensaios quimilumincescentes;

e Algumas das espécies vegetais, tais como A. humile, Q. multiflora e Q. parviflora,
tradicionalmente utilizadas no tratamento de disturbios géstricos, apesar de apresentarem
baixa atividade anti-H. pylori demonstraram grande capacidade de reduzir o burst oxidativo
de LPMNSs, o qual parece mediar a patogénese de doencas 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
doencas induzidas pelo H. pylori, por apresentar melhor atividade antibacteriana, baixa

citotoxicidade e, especialmente, grande potencial antioxidante.
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APENDICE A - Procedéncia de reagentes, preparo de meios e solugdes

A.1. Procedéncia de meios e reagentes

Acumedia: caldo BHI, agar Columbia;

Cultilab: soro fetal bovino;

Difco: caldo Mueller Hinton &gar, agar Mueller Hinton;

Genix: amoxicilina (lote F406087);

Hipolabor: heparina sddica;

Instituto Adolfo Lutz: meio Eagle;

Merck: cloreto de potassio (KCI), cloreto de célcio dihidratado (CaCl, x 2 H;0), cloreto de
magnésio hexahidratado (MgCl, x 6 H,0), cloreto de sodio (NaCl), fosfato dibasico de sédio
(Na2HPO,), fosfato dibasico de sédio dihidratado (Na;HPO. x 2 H,0), fosfato monobésico de
sodio monohidratado (NaH,PO, x H,0), hidroxido de sddio (NaOH);

Natural Pharma: metronidazol (lote W215279);

Qhemis: acido acético, alcool metilico PA, alcool etilico PA;

Reagen: fosfato monobésico de potassio (KH,PO,);

Sigma-Aldrich: DMSO, DPPH, Histopaque® 1077, luminol sodico, quercetina, trolox,
vermelho neutro, zymosan A,

Zodiac: Tecnoplatin® (cisplatina).

A.2. Preparo de meios, solugdes e reagentes
A.2.1. Caldo BHI

Hidratar 3,0 g do meio em 100 mL de agua destilada ou deionizada, aquecer, distribuir
em tubos e autoclavar por 15 minutos a 121°C. Posteriormente, manter o meio sob refrigeragdo

(4-8°C).
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A.2.2. Agar Columbia
Hidratar 4,3 g de meio em 100 mL de &gua destilada ou deionizada, aquecer e
esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C. Para preparacdo do &gar sangue, resfriar meio

estéril (45-50°C) 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 agua destilada ou deionizada, aquecer, distribuir
em tubos e autoclavar por 15 minutos a 121°C. Posteriormente, manter o meio sob refrigeracao

(4-8°C),

A.2.4. Agar Mueller Hinton
Hidratar 3,8 g de meio em 100 mL de &gua destilada ou deionizada, aquecer e
esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C. Para preparacdo do agar sangue, resfriar meio

estéril (45-50°C) e assepticamente adicionar 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

A.2.5. Solugéo salina tamponada (PBS) 25 vezes concentrada

Solugdo A

NaoHPO4 X 2 HoOvevveeee e 27,400 g
agua deionizada................ (oS3 o TR 386 mL
Solugdo B

NaH2PO4 X HoO...vee e, 7,875¢
agua deionizada................. (o 3 RPN 114 mL

Preparar, inicialmente, as solugdes A e B. Apos completa dissolucdo dos sais, misturar
as duas solugdes e adicionar pouco menos de 500 mL de &gua deionizada. Ajustar o pH para

7,2 utilizando solucdo de NaOH 4N, completar o volume para 1000 mL e autoclavar (121°C,
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15 min). Para preparagdo da solugdo tamponada de uso (PBS 0,01 M) utilizar 40 mL de tampéo
estoque, 8,5 g de NaCl e completar o volume para 1000 mL utilizando &gua deionizada.

Ajustar o pH, se necessério, e autoclavar (121°C, 15 min). Armazenar sob refrigeracdo (4-8°C).

A.2.6. Tampéao PBS Dulbecco’s (PBSD)

NACHL..ouiiiiiiieee s 8,00 g
KCl s 0,20 ¢
N =10 VIO 1,15¢
KH2PO 4. 0,209
CaClo X2 HoO.ovveoeeee e, 0,10g
MQCl2 X6 HaO.ooeeceeee 0,10g
Agua deionizada................. Q-SeP e 1000 mL

Inicialmente, dissolver os quatro primeiros sais em aproximadamente 700 mL de agua
deionizada. Em outro recipiente dissolver o cloreto de célcio e cloreto de magnésio em
aproximadamente 200 mL de 4gua. Adicionar, vagarosamente, essa solucédo ao contetdo da
primeira solugdo. Acertar o pH para 7,4, ajustar o volume para 1000 mL e esterilizar por
filtragdo utilizando membrana de 0,22 pm. Manter o tampao sempre sob refrigeragdo (4 a 8°C).

Para preparacdo do PBSD sem célcio ndo acrescentar CaCl, a preparacéo.

A.2.7. Solugédo de vermelho neutro
Preparar solugéo estoque de vermelho neutro a 5 mg/mL em PBS (pH = 7,2) e estocar

no escuro a 4°C, pelo prazo maximo de quinze dias.
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A.2.8. Glicogénio de ostra a 5 mg/mL
Suspender 0,05 g de glicogénio de ostra 10 mL de solucdo salina 0,85% estéril no

momento da inoculagéo.

A.2.9. Suspenséo de zymosan (35 mg/mL)

Suspender 0,035 g de zymosan em 5 mL de &gua deionizada estéril e ferver em banho-
maria até formacdo de uma pasta. Centrifugar por 1 minuto a 2000 rpm, desprezar o
sobrenadante e ressuspender o sedimento em 1 mL de tampdo PBSD. Aliquotar e manter & -

20°C. Preparar suspensdo de uso no momento da realizagdo do ensaio quimiluminescente.

A.2.10. Solugdo 10 M de luminol sédico
Dissolver 0,002 g de luminol sédico em 1 mL de tampdo PBSD. Aliquotar a solucéo,
mantendo a mesma & -20°C e ao abrigo da luz. Preparar solucdo de uso no momento da

realizagdo do ensaio quimiluminescente.
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APENDICE B - Padronizagio de técnica de microdiluicdo em caldo para determinacéo
da CMI para H. pylori
B.1. Avaliacéo do crescimento de H. pylori em diferentes caldos
B.1.2. Metodologia

Cavidades de microplaca (96 cavidades) foram preenchidas com 100 pL de caldo
Mueller Hinton ou caldo BHI, suplementado com diferentes concentragdes de soro fetal
bovino, sobre os quais foi adicionado 0 mesmo volume da suspens&o bacteriana (10° UFC/mL
de BHI). Imediatamente, leitura espectrofotométrica, em 620 nm, foi realizada e a microplaca
incubada a 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,. Apds 48 e 72 horas novas leituras
de absorvancia foram realizadas. A absorvancia das suspensdes bacterianas obtidas no dia da
incubacdo e apds 48 e 72 horas foram descontadas da absorvancia do meio de cultura. Os testes

foram realizados em triplicata e repetidos, no minimo, trés vezes.

B.1.2. Resultados

O crescimento de H. pylori, avaliado através de leitura espectrofotométrica, em caldo
Mueller Hinton e caldo BHI suplementados ou ndo com diferentes concentra¢Oes 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 concentragdo de soro
fetal bovino foi utilizado para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos, fracoes,

mistura de triterpenos e compostos isolados pela técnica de microdiluigdo em caldo.
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Figura B1 - Crescimento de H. pylori em caldo Mueller Hinton (¢) e Mueller Hinton

suplementado com 5% (M), 7,5% (4) e 10% () de soro fetal bovino
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Figura B2 - Crescimento de H. pylori em caldo BHI (¢) e BHI suplementado com 5% (M),

7,5% (4) e 10% () de soro fetal bovino
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B.2. Determinacdo da CMI de amoxicilina e metronidazol para H. pylori pelo método de
microdiluigdo em caldo e método de diluicdo em 4gar

B.2.1. Microdiluigdo em caldo

B.2.1.1. Metodologia

Cavidades de microplaca foram preenchidas com 100 pL de caldo BHI suplementado com

10% de soro fetal bovino contendo diferentes concentragdes (0,06 a 256 ng/mL) dos
antimicrobianos amoxicilina e metronidazol, sobre os quais foi adicionado 0 mesmo volume
da suspensdo de H. pylori (10° UFC/mL de caldo BHI). Leitura espectrofotométrica em 620
nm foi realizada e a microplaca incubada a 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,,
por 72 horas. Apo6s incubacéo, a placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica
foi realizada em mesmo comprimento de onda. A primeira leitura teve por objetivo eliminar
a absorvéancia inicial a ser descontada do valor obtido ap6s incubagéo, com a finalidade de
computar somente o crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em triplicata,
acompanhados de crescimento controle (na auséncia dos antibacterianos) e repetidos, no

minimo, trés vezes.

B.2.1.2. Resultados

O efeito da amoxicilina e metronidazol sobre o crescimento de H. pylori, determinado
através de técnica de microdiluicdo em caldo, é apresentado na Figura B3. A CMI foi definida
como a menor concentracdo do antibacteriano que inibiu o crescimento visivel, sendo de 0,25

ug/mL e 128 pug/mL para amoxicilina e metronidazol, respectivamente.
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Figura B3 - Efeito de diferentes concentracbes de amoxicilina (®) e metronidazol (m) no

crescimento de H. pylori

B.2.2. Microdiluicdo em agar
B.2.2.1. Metodologia

Para validar a técnica de microdiluigio como descrita anteriormente, as CMIs da
amoxicilina e metronidazol foram determinadas segundo método de diluicdo em agar
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 pL de uma suspensdo bacteriana (H. pylori
ATCC 43504), ajustada a uma densidade 6tica de 0,38-0,40 a 620 nm (cerca de 10% UFC/mL),
foram distribuidos na superficie de placas de Petri contendo 4gar Mueller Hinton suplementado
com 5% de sangue de carneiro e contendo diferentes concentragdes de amoxicilina e
metronidazol. As placas foram incubadas a 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,, por

72 horas. A menor concentragdo do antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano em
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meio sélido foi considerada a CMI. Os testes foram realizados em triplicata e repetidos, no

minimo, trés vezes.

B.2.2.2. Resultados

Crescimento bacteriano ndo foi observado em placas contendo égar Mueller Hinton
adicionado de amoxicilina e metronidazol na concentragdo de 0,125 pg/mL (MIC) e 128
ug/mL (MIC), respectivamente. O valor da CMI obtido para amoxicilina através do método da
diluicdo em &gar foi de uma diluicio abaixo da obtida através da técnica espectrofotométrica,

para o metronidazol a CMI foi igual em ambas as técnicas.

B.3. Comentarios

O valor da CMI para metronidazol através do método de microdiluicdo padronizado foi
igual ao da técnica de diluicdo em 4&gar. Para amoxicilina, a CMI obtida pela técnica de
diluicdo em &gar foi menor, em uma diluigdo, que a em caldo. Estudos revelam diferenca em
uma ou duas diluicdes para CMI obtida por diferentes técnicas, como diluicdo em &gar, caldo e
E-test (PICCOLOMINI et al., 1997, KOBAYASHI et al., 2004).

A CMI é a concentragdo minima do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento
bacteriano visivel (NCCLS, 2003; KOBAYASHI et al., 2004). O teste de microdiluicdo
padronizado apresentou confiabilidade como teste de triagem quanto a capacidade de
demonstrar a inibicdo do crescimento de H. pylori. Nos ensaios realizados com extratos,
fracbes, mistura de triterpenos e substancias isoladas, diferengas nas absorvéncias do
crescimento bacteriano na presenca da amostra em relagdo ao crescimento controle foram
utilizadas para calcular a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento de H. pylori. Os resultados
foram considerados quantitativamente como CMI quando a diferenca foi superior a 90%, visto
que antagonistas presentes no meio podem permitir um ligeiro crescimento do microrganismo,

conforme jé descrito para trimetoprim e sulfonamida (NCCLS, 2003; ABBIODISK, 2007).
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APENDICE C - Analise de regressdo linear para determinago do 1Csg

Nos ensaios de citotoxicidade realizados com os extratos, fragdes, mistura de
triterpendides e compostos fendlicos, quando foi possivel estabelecer uma reta de regressao
linear, determinou-se o ICs. Coeficiente de correlagdo préximo a -1 demonstra a forca de
relacdo (inversa) entre duas varidveis (concentracdo e absorvancia). A decisdo de aceitar ou
ndo a regressdo foi realizada comparando-se o valor do F de significagdo com o nivel de
significacdo adotado (0,05). Para F de significacdo menor 0,05 a hipotese nula foi recusada,
aceitando-se o processo de regressdo linear. Nas Figuras C1 e C2 mostramos a anélise de

regressao obtida para um dos extratos e um dos compostos fendlicos estudados.
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Figura C1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentracdes do extrato MeOH de G. noxia

sobre células McCoy

Analise de regresséo 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 concentragdes da amentoflavona sobre células

McCoy

Analise de regressdo 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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APENDICE D - Efeito de diferentes concentracbes de extratos, fracdes, mistura de
triterpenos e compostos fendlicos sobre o crescimento de H. pylori

As figuras D1 a D13 demonstram o efeito de diferentes concentragfes dos extratos
(polares e apolares), fragdes, mistura de triperpenos e compostos fenélicos sobre crescimento

bacteriano (expresso através da absorvancia em 620 nm) apés periodo de incubacdo de 72

horas.
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Figura D1 - Efeito de diferentes concentracdes de extrato CHCIl; (¢) e MeOH (M) de (A) A.

gladulosa e (B) A. triplinervia no crescimento de H. pylori
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Figura D2 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato DCM (¢) e MeOH (M) de A. humile

no crescimento de H. pylori
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Figura D3 - Efeito de diferentes concentracbes de extrato CHCIl; (¢) e MeOH (M) de D.

elliptica no crescimento de H. pylori
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Figura D4 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato CHCI; (¢) e MeOH (M) 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 concentracdes de extrato CHClz (¢) e MeOH (M) de G. noxia

no crescimento de H. pylori

0,09
0,08
0,07 4

0,06 - — 4.\-

0,05 — v e e v

0,04 4

0,03 4

Absorbancia (620 nm)

0,02 4

0,01 4

0,00

0 64 128 256 512 1024

Concentragéo (ug/mL)

Figura D6 - Efeito de diferentes concentracdes de extrato DCM (¢) e MeOH (M) de M. pusa

no crescimento de H. pylori
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Figura D7 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato CHCl; (¢) e MeOH (M) 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 concentracdes de extrato DCM (¢) e MeOH (M) de S.

pseudoquina no crescimento de H. pylori
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Figura D9 - Efeito de diferentes concentracdes da fragdo aquosa (¢) e fracdo AcOEt (M) de B.
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Figura D10 - Efeito de diferentes concentracdes da fracdo flavonoidica () e fracdo saponinas

() de G. noxia no crescimento de H. pylori
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Figura D11 - Efeito de diferentes concentracOes da fragdo alcaloidica (), fracéo intermediaria

(m) e fracdo flavonoidica (4 ) de S. pseudoquina no crescimento de H. pylori
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Figura D12 - Efeito de diferentes concentracdes de amentoflavona (@), catequina (M), galato
de metila (A), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (), quercetina-3-O--
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Figura D13 - Efeito de diferentes concentracdes da mistura de triterpenos (a-amirina e

[-amirina) (e) e quercetina (®) no crescimento de H. pylori
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APENDICE E - Analise de regresséo linear para determinacio da CEsg

Nos ensaios de reducéo do radical DPPH pelos extratos, fragdes, mistura de triterpenos
e compostos fendlicos, quando foi possivel estabelecer uma reta de regressdo linear,
determinou-se a CEsp. A Figura E1 apresenta um gréfico onde foi possivel a determinacéo da
CEso e a Figura E2 um grafico onde néo foi possivel realizar anélise de regressdo linear para

determinacdo da CEso.

100

Radical DPPH remanescente (%)

0 20 40 60 80

Concentracao (ug/mL)

Figura E1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentragdes do extrato MeOH de G. noxia

sobre o radical DPPH

Analise de regressdo 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
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Figura E2 - Efeito dose-resposta de diferentes concentragcdes do extrato CHCI; de Davilla

elliptica sobre o radical DPPH

Analise de regressdo linear — D. elliptica noxia (extrato CHCI5)

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
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APENDICE F - Reducéo do radical DPPH por extratos apolares, polares, mistura de

triterpenos e compostos fenoélicos
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Figura F1 - Reducédo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato CHCl; de (A)

A. gladulosa e (B) A. triplinervia
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Figura F2 - Redugédo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCIls de

A. humile
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Figura F3 - Reducédo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato CHCl; de (A)

B. basiloba, (B) B. crassa e (C) B. intermedia
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Figura F4 - Redugédo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCIls de

D. elliptica
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Figura F6 - Redugédo do

M. pusa
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Reducéo do radical DPPH (%)
1
Reducéo do radical DPPH (%)
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Figura F7 - Reducédo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato CHCls de (A)

Q. grandiflora, (B) Q. multiflora e (C) Q. parviflora
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Figura F8 - Redugédo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCIls de

S. pseudoquina
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Figura F9 - Reducédo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de (A)

A. gladulosa e (B) A. triplinervia
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Figura F10 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de

A. humile
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Figura 12 - Reducéo do
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Redugéo do radical DPPH (%)
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C

Reducéo do radical DPPH (%)
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radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato MeOH de (A)

(B) B. crassa e (C) B. intermedia
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Figura F14 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de

M. pusa
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Figura 15 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de (A)

Q. grandiflora, (B) Q. multiflora e (C) Q. parviflora
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Figura F16 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de

S. pseudoquina
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Figura F17 - Reducéo do radical DPPH por diferentes concentragdes da fracdo (A) aquosa e

(B) AcOEt de B. crassa
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Figura F18 - Redugdo do radical DPPH por diferentes concentragfes da fracdo (A)

flavonoidica e (B) saponinas de G. noxia
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Figura F19 - Reducéo do radical DPPH por diferentes concentragdes da fragdo (A) alcaloidica,

(B) intermediéria e (C) flavonoidica de S. pseudoquina
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Figura F20 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragbes da mistura de

triterpendides
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Redugéo do radical DPPH (%)
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Figura F21 - Reducéo do radical DPPH por diferentes concentracdes de (A) amentoflavona,
(B) (+)-catequina, (C) galato de metila, (D) quercetina 3-O-a-L-

arabinopiranosideo, (E) quercetina 3-O-f-D-galactopiranosideo e (F) quercetina
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APENDICE G - Cinética dos ensaios quimiluminescentes dependente de luminol em
LPMNs estimulados com H. pylori
As cinéticas de emissdo de luz (F1 a F26) obtidas para os extartos MeOH, fracdes e

compostos fendlicos séo representativas de, no minimo, trés experimentos independentes.

Cinética G1 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e

LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de A. glandulosa

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato A. glandulosa
90 4 H. pylori + 50 pug/mL extrato A. glandulosa
1 —— H. pylori + 5 ug/mL extrato A. glandulosa
80‘_ linha de base
70
60—-
S 50
E |
- 404
o
30
20—-
10-
04
0I1|0+2|0I3:0I4|0I5|0I6|0I7|0I8|0I9|0I
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 43,7 0,52 x 10° + 2197 82,4 <0,05*
50 38,5 0,54 x 10° + 2279 81,6 <0,05*
5 64,5 2,32 x 10° + 9838 21,6 <0,05*
controle 84,4 2,96 x 10° + 12542 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)



181

Apéndices

Cinética G2 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragcbes de extrato

MeOH de A. triplinervia

— H. pylori
80 —— H. pylori + 100 pug/mL extrato A. triplinervia
1 H. pylori + 50 ug/mL extrato A. triplinervia
70+ —— H. pylori + 5 ug/mL extrato A. triplinervia
1 linha de base
60
50
E 40
> ]
O 304
20
104
0 | T————
T T T T T T T T T T T T T

— T !
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P
100 27,3 0,23 x10°+ 1144 90,2 < 0,05*
50 28,3 0,26 x 10° + 1301 88,9 <0,05*

5 42,6 1,67 x 10° £ 8245 28,6 <0,05*
controle 64,3 2,34 x10° + 11565 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G3 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de A. humile

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato A. humile

60 H. pylori + 50 pg/mL extrato A. humile
—— H. pylori + 5 pg/mL extrato A. humile
linha de base
50
40 -
S
é 30 -
-
o
20
104 K
0 -
o'1'o+zlol3lol4lol5lol6'0'7'0'8'0'9'0
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Redugc&o na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 33,4 0,11 x 10° + 1113 95,0 <0,05*
50 30,7 0,21 x 10° + 2047 90,5 <0,05*
5 48,1 2,00 x 10° + 8077 9,1 > 0,05
controle 57,0 2,20 x 10° + 13718 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G4 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato
MeOH de B. basiloba
— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato B. basiloba
H. pylori + 50 ug/mL extrato B. basiloba
80 - —— H. pylori + 5 pg/mL extrato B. basiloba
] linha de base
S
E
-
o
0 1'0f2'0 4 50 60 70 8 %
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na
. . valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 19,3 0,19 x 10° + 464 93,4 <0,05*
50 19,0 0,30 x 10° + 2376 89,7 <0,05*
5 74,1 2,92 x 10° + 8077 0 > 0,05
controle 74,1 2,90 X 105 + 3502 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e
%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G5 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentracbes de extrato

MeOH de B. crassa

—— H. pylori

— H. pylori + 100 pg/mL extrato B. crassa
H. pylori + 50 pg/mL extrato B. crassa

— H. pylori + 5 pg/mL extrato B. crassa

70 linha de base

80

60
50

40

QL (mv)

30+
20
10 \

40 50 60 70 80

[aomome | - Temwo (o9

o
]
_>
N
o
w
o
8_

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P
100 35,1 0,10 x 10° + 956 96,8 <0,05*
50 40,5 0,22 x 10° + 1982 93,0 < 0,05*

5 55,5 2,19 x 10° + 20163 30,5 < 0,05*
controle 78,3 3,15 x 10° + 22334 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G6 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de B. intermedia

—— H. pylori

60 4 —— H. pylori + 100 pg/mL extrato B. intermedia
H. pylori + 50 pg/mL extrato B. intermedia

—— H. pylori + 5 pg/mL extrato B. intermedia

50+ linha de base

404

30 +

QL (mV)

20

10

0 10 f 20 30 40 50 60 70 80 90

Adicéo do extrato

Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P
100 34,2 0,37 x 10° + 2373 74,1 <0,05*
50 39,3 0,57 x 10° + 3648 60,1 <0,05*

5 46,0 1,22 x 10° + 7767 14,6 > 0,05
controle 51,0 1,43 x 10° £ 9123 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato
MeOH de D. elliptica
——H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato D. elliptica
80 H. pylori + 50 pg/mL extrato D. elliptica
] — H. pylori + 5 pg/mL extrato D. elliptica

70 4 linha de base

. \\_\

50
’>" ]
£ 40
S ]
O 304

20

10 L

0. -
T 7 L T 7 1 — T 7 L !
0 0, 20 30 40 50 60 70 8 90

*

Tempo (minutos)

Adicéo do extrato

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Redugao na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 27,1 0,16 x 10° + 891 94,6 <0,05*
50 26,1 0,29 x 10° + 1651 90,3 <0,05*
5 65,3 2,80 x 10° + 15811 6,0 > 0,05
controle 71,0 2,98 x 10° + 16869 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G8 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragcbes de extrato

MeOH de G. noxia

—— H. pylori

—— H. pylori + 100 pug/mL extrato G. noxia
70 H. pylori + 50 ug/mL extrato G. noxia
—— H. pylori + 5 ug/mL extrato G. noxia
linha de base

60

50

40

30

QL (mV)

0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 35,0 1,55 x 10° + 4391 35,4 <0,05*
50 39,7 1,71 x 10° + 4842 28,8 <0,05*

5 49,8 1,89 x 10° + 5340 21,3 <0,05*
controle 58,6 2,40 x 10° + 6787 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G9 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de M. pusa

—— H. pylori
60 — H. pylori + 100 ug/mL extrato M. pusa
H. pylori + 50 ng/mL extrato M. pusa
50 —— H. pylori + 5 ug/mL extrato M. pusa
linha de base
40
g
~ 30 4
.
0
20
10
04
T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
* Tempo (minutos)

Adicdo do extrato

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE® Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P

100 41,4 0,16 x 10° + 459 93,0 <0,05*

50 47,6 0,18 x 10°+ 520 92,2 <0,05*

5 50,0 2,30 x 10° + 4127 0 > 0,05
controle 53,3 2,30 x 10° + 4038 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G10 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de Q. grandiflora

—— H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL extrato Q. grandiflora
H. pylori + 50 ug/mL extrato Q. grandiflora

60+ — H. pylori + 5 ug/mL extrato Q. grandiflora

linha de base

QL (mV)

0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Adicéo do extrato

Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 28,1 0,14 x 10° + 765 93,6 <0,05*
50 29,1 0,15 x 10° + 867 93,1 <0,05*

5 48,7 1,95 x 10° + 6878 10,5 > 0,05
controle 50,3 2,18 x 10° + 7691 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G11 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentracbes de extrato

MeOH de Q. multiflora

——H. pylori

— H. pylori + 100 pg/mL extrato Q. multiflora
- H. pylori + 50 pg/mL extrato Q. multiflora
704 —— H. pylori + 5 ug/mL extrato Q. multiflora
linha de base

QL (mV)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
* Tempo (minutos)

Adicdo do extrato

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 36,5 0,13 x 10° + 1117 95,0 <0,05*
50 30,3 0,17 x 10° + 1432 93,5 < 0,05*

5 35,7 1,37 x 10° + 11586 47,3 <0,05*
controle 63,5 2,60 x 10° + 22417 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G12 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de Q. parviflora

——H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato Q. parviflora

H. pylori + 50 pg/mL extrato Q. parviflora
60 —— H. pylori + 5 ug/mL extrato Q. parviflora
linha de base
S
E
-
o
0 1‘0$2'0 0 4 50 60 70 80 90
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 31,3 0,11 x 10°+ 931 95,0 <0,05*
50 27,0 0,14 x 10°+ 1194 93,6 <0,05*
5 31,2 1,14 x 10° £ 9655 48,0 <0,05*
controle 54,3 2,20 x 10° + 18681 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G13 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragfes de extrato

MeOH de S. pseudoquina

—— H. pylori
80 - —— H. pylori + 100 ng/mL extrato S. pseudoquina
H. pylori + 50 pg/mL extrato S. pseudoquina
—— H. pylori + 5 ug/mL extrato S. pseudoquina
linha de base

704

60
50

40

QL (mV)

30
20

104

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Adicdo do extrato

Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 65,1 2,50 x 10° + 21491 0 > 0,05
50 65,2 2,50 x 10° + 17907 0 > 0,05

5 65,2 2,33 x10° + 16466 4 > 0,05
controle 67,8 2,43 x 10° + 17202 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G14 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragédo

aquosa de B. crassa

——H. pylori

—— H. pylori + 100 png/mL fragdo aquosa B. crassa
H. pylori + 50 ng/mL fracdo aquosa B. crassa

—— H. pylori + 5 ug/mL fracéo aquosa B. crassa

70_- linha de base
S
E
.
(o3
Tempo (minutos)
Fracdo AQL para IME'!  AQL para ICE? Reducéo na
. . valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 45,9 0,24 x 10° + 1674 91,7 <0,05*
50 33,6 0,21 x 10°+ 1451 92,7 < 0,05*
5 65,3 2,69 x 10° + 19010 6,6 > 0,05
controle 66,4 2,88 x 10° + 20382 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G15 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fracéo
AcOEt de B. crassa
—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo AcOEt B. crassa
H. pylori + 50 ng/mL fracdo AcOEt B. crassa
— H. pylori + 5 ug/mL fragdo AcOEt B. crassa
} linha de base
704
60+
504
S L.
§, 40
=
O 304

204

10

10 * 20 30

60 70 80

Tempo (minutos)

90

Fragio AQL para IME'  AQL para ICE? Redugao na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 24,7 0,47 x 10° + 2985 83,5 <0,05*
50 24,6 0,66 x 10° + 4195 76,8 <0,05*
5 67,6 2,72 x10°+ 17338 4,2 > 0,05
controle 66,4 2,84 x 10° + 18054 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G16 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragéo
flavonoidica de G. noxia
—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fracéo flavonoidica G. noxia
H. pylori + 50 pg/mL fracdo flavonoidica G. noxia
— H. pylori + 5 ug/mL fragéo flavonoidica G. noxia
) linha de base
70 1
60
50
g 404
= ]
O 30-
20 1
10
=
04
T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Adicdo da fracao

Tempo (minutos)

Fracdo AQL para IME'  AQL para ICE? Reducdo na
. ) valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 22,6 0,90 x 10° + 2559 65,1 <0,05*
50 35,2 1,48 x 10° + 4199 42,6 <0,05*
5 53,0 2,20 x 10° + 6225 14,7 <0,05*
controle 65,0 2,58 x 10° + 7289 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G17 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragéo
saponinas de G. noxia

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo saponinas G. noxia

H. pylori + 50 pug/mL fracdo saponinas G. noxia
—— H. pylori + 5 ug/mL fracdo saponinas G. noxia

60 linha de base
50 1
40 \
S ]
é %\\
3 30
o
20
10
B4
04
0I1|0I2|0I3|0I4|0I5|0I6|0I7|0I8|0I9|0I
* Tempo (minutos)
Fracdo AQL para IME'  AQL para ICE® Reducéo na valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 35,4 1,57 x 10° + 5550 34,9 <0,05*
50 47,3 1,86 x 10° + 6562 22,8 <0,05*
5 53,7 2,38 x 10° £ 8401 1,2 > 0,05
controle 55,8 2,41 x 10° + 8528 - -

D

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME)

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G18 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e

LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragédo

alcaloidica de S. pseudoquina

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo alcaloidica S. pseudoquina

H. pylori + 50 ng/mL fracéo alcaloidica S. pseudoquina
— H. pylori + 5 png/mL fracéo alcaloidica S. pseudoquina

70 H
1 linha de base

QL (mV)

* Tempo (minutos)

Adicdo da fracédo

AQL IME'  AQL ICE>  Reducio na
QL para QL para IC educao valor-P

Fracéo
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0)
100 52,6 1,82 x 10° + 9028 18,7 > 0,05 (0,054)
50 49,9 1,86 x 10°+ 9197 16,9 > 0,05 (0,06)
5 59,0 2,32 x 10° + 13159 0 > 0,05
55,8 2,24 x10° + 11082 - -

controle
Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G19 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragéo

intermediéria de S. pseudoquina

——H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fracéo intermediaria S. pseudoquina
H. pylori + 50 ug/mL fragdo intermediéria S. pseudoquina

70+ — H. pylori + 5 pg/mL fracdo intermediaria S. pseudoquina
J linha de base
60
50+
’>‘ 40—-
é J
- 30
O -
20 /
lO—-
o
O'l|0'2|0'3IO'4IO'5|O'6|O'7IO'8|O'9|O'
* Tempo (minutos)
Fracdo AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na
. . valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral)  integral (%)
100 30,5 1,10 x 10° + 3087 55,1 <0,05*
50 28,1 1,26 x 10° + 3576 48,6 <0,05*
5 60,4 2,45 x 10° + 6936 0 >0,05
controle 62,1 2,45 x 10° + 6928 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G20 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragbes de fragédo
flavonoidica de S. pseudoquina

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fragéo flavonoidica S. pseudoquina

H. pylori + 50 ng/mL fracdo flavonoidica S. pseudoquina
—— H. pylori + 5 ug/mL fracdo flavonoidica S. pseudoquina

70_- linha de base
60-
50-
g 20-
:I’ i
O 30
20- o
10- /
=
0 0 2 30 40 50 60 70 8 90
* Tempo (minutos)
Fracdo AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 22,6 0,94 x 10° + 2659 61,6 <0,05*
50 29,3 1,02 x 10° + 2879 58,4 <0,05*
5 29,3 1,18 x 10° + 3332 51,8 <0,05*
controle 62,0 2,45 x 10° + 6929 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissio (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G21 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H.  pylori com diferentes concentragdes de

amentoflavona

——H. pylori
—— H. pylori + 100 ug/mL amentoflavona
H. pylori + 50 ug/mL amentoflavona

80 - —— H. pylori + 5 pg/mL amentoflavona
| H. pylori + 1 ng/mL amentoflavona
704 —— linha de base

QL (mV)

— T
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Adicdo da
substancia

Substancia ~ AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor daintegral) integral (%0) valor-P
100 37,2 1,13 x 10° + 2407 56,2 <0,05*
50 41,8 1,76 x 10° £ 3760 31,8 <0,05*

5 52,7 2,15 x 10° + 4355 16,7 <0,05*
1 64,1 2,44 x 10° + 5173 5,4 > 0,05
controle 70,3 2,58 x 10° + 5482 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G22 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e

LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragGes de catequina

——H. pylori

——H. pylori + 100 pug/mL catequina
H. pylori + 50 ug/mL catequina

——H. pylori + 5 pg/mL catequina

70 - H. pylori + 1 ug/mL catequina
] —— linha de base
60 //\»/\/\

QL (mV)

—— " " " " " " )
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)
Adicédo da
substancia

Substancia  AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral)  integral (%) valor-P
100 23,8 0,05x 10°+ 70 97,8 <0,05*
50 35,4 0,10 x 10°+ 146 95,5 <0,05*

5 443 1,6 x 10° £ 2297 28,3 <0,05*
1 53,5 2,37 x 10° £ 5173 0 >0,05
controle 58,3 2,23 x 10° + 3363 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G23 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e

LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de galato de

metila
——H. pylori
——H. pylori + 100 pg/mL galato de metila
H. pylori + 50 pg/mL galato de metila
——H. pylori + 5 pg/mL galato de metila
: H. pylori + 1 pg/mL galato de metila
70 —— linha de base
60
50
S 40-
E
o 30
20

104

Tempo (minutos)

Adicdo da
substancia

Substancia ~ AQL para IME'  AQL para ICE* Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P
100 39,3 0,16 x 10° £ 455 94,2 <0,05*
50 35,8 0,15 x 10° + 423 94,5 <0,05*

5 37,9 0,74 x 10° + 2094 73,1 <0,05*
1 59,3 2,62 x 10° £ 7404 4,7 > 0,05
controle 63,9 2,75x 10° + 7764 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G24 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de quercetina-3-
O-a-L-arabinopiranosio

——H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo

H. pylori + 50 pg/mL quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo
——H. pylori + 5 ug/mL quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo

70_- H. pylori + 1 pg/mL quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo
—— linha de base
60
50 \—\
S 04
E
o 30
10
0
T T T T T T T T T T T T T

— )
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Adicdo da
substancia

Substancia  AQL para IME'  AQL para ICE? Reducéo na

(ng/mL) (mV) (valor daintegral) integral (%0) valor-P
100 28,4 0,87 x 10° + 1852 63,0 <0,05*
50 31,9 1,36 x 10° + 2893 42,1 <0,05*

5 52,7 2,14 x 10° £ 4355 8,9 <0,05*
1 64,1 2,43 x 10° + 5173 0 > 0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para -intensidade méxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G25 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNSs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de quercetina-3-

O-B-D-galactopiranosio

——H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL quercetina-3-O- B-D-galactopiranosideo
H. pylori + 50 pg/mL quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo

—— H. pylori + 5 pg/mL quercetina-3-O-B -D-galactopiranosideo

. H. pylori + 1 pg/mL quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo

704 —— linha de base

60
50 4 \_\
40+

304 ~

104

QL (mV)

— T |
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)
Adicdo da
substancia

Substancia  AQL para IME'  AQL para ICE? Reduc&o na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%0) valor-P
100 31,3 0,95 x 10° + 1852 59,6 <0,05*
50 35,2 1,50 x 10° + 2893 36,2 <0,05*

5 53,8 2,18 x 10° £ 4355 7,2 >0,05
1 65,4 2,47 x 10° + 5173 0 > 0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G26 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragGes de quercetina

——H. pylori
i —— H. pylori + 100 png/mL quercetina
60 - H. pylori + 50 ug/mL quercetina
—— H. pylori + 5 ug/mL quercetina
i H. pylori + 1 ug/mL quercetina
50 —— linha de base
40
">\ 4
£ 304
-
o
20
10
0~
T T T T T T T T T T T T T

— .
0 10 * 20 30 40 50 60 70 8 9
Tempo (Mminutos)

Adicdo da
substancia

Substancia  AQL para IME'  AQL para ICE? Redugc&o na

(ng/mL) (mV) (valor daintegral) integral (%0) valor-P
100 36,1 0,13 x 10° + 499 94,8 <0,05*
50 38,1 0,15 x 10°+ 578 94,0 <0,05*

5 38,3 0,18 x 10°+ 1101 92,7 <0,05*
1 36,9 1,11 x 10° £ 3211 55,2 <0,05*
controle 55,2 2,48 x 10° + 5987 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para ‘intensidade méxima de emissdo (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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ANEXO - Parecer Comité de Etica para os experimentos com animais

A utilizacdo de ratos para a obtencdo de neutréfilos € um procedimento amplamente
aceito e descrito na literatura cientifica, pois tais células sdo facilmente obtidas destes
animais, apés a inoculagdo de glicogénio de ostra, possibilitando o estudo das funcdes
imunolégicas dessas células. Para isso, 0os animais foram sacrificados em camara de CO; e,
apos a morte, o peritdnio dos mesmos foi exposto através da retirada da pele com auxilio de
pincas e tesoura. Em seguida foi colhido o exsudato peritoneal utilizando como veiculo 20 mL
de PBS estéril. As células obtidas foram utilizadas nos testes quimiluminescentes propostos
no projeto. Apds a coleta do exsudato peritoneal os animais mortos foram encaminhados para
incineracdo. O parecer (05/2008) do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara aprovando 0s experimentos com animais encontra-se anexado a seguir, sendo o

relatério das atividades ja encaminhado ao Comité de Etica e Pesquisa.
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\/
AeAiQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ke “JULIO DE MESQUITA FILHO” ;EE

Campus de Araraquara

Protocolo CEP/FCF/CAr. n° 01/2008

Interessado: CIBELE BONACORSI

Orientador: Profa. Dra. Maria Stella Gongalves Raddi

Projeto: Atividade anti-Helicobacter pylori e potencial antioxidante de
espécies vegetais do cerrado do Estado de S&o Paulo

Parecer n° 05/2008 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, em sessdo
de 4 de margo de 2008, considerou o protocolo para uso de animais na
pesquisa:; “Atividade anti-Helicobacter pylori e potencial antioxidante de
espécies vegetais do cerrado do Estado de Séo Paulo”®, estruturado dentro
dos principios éticos na experimentagdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua
execugdo.

O relatério final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
folhas (espago 1,5 e letra 12) devera ser entregue em junho de 2008.

Araraquara, 5 de margo de 2008.

7;0‘1-.-51*;7« ' TE
Coordenadora do CEP
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Abstract

Background: Several in vitro studies have looked at the effect of medicinal plant extracts against
Helicobocter pylori (H. pylori). Regardless of the popular use of Byrsonima cossa (B. aassa) as
antiemetic, diuretic, febrifuge, to treat diarrhea, gastritis and ulcers, there is no data on its effects
against H. pydari. In this study, we evaluated the anti-H. pylori of B. crossa leaves extracts and its
effects on reactive oxygen/nitrogen intermediates induction by murine peritoneal macrophages.
Methods: The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by broth microdilution
method and the production of hydrogen peroxide (H,0,) and nitric axide (NO) by the horseradish
peraxidase-dependent oxidation of phenol red and Griess reaction, respectively.

Results: The methanolic (MeOH) and chloroformic (CHCI,) extracts inhibit, i viro, the growth
of H. pylori with MIC value of 1024 pg/ml. The MeOH extract induced the production H,O; and
NO, but CHCI, extract only NO.

Conclusion: Based in our results, B. crassa can be considered a source of compounds with anti-
H. pylori activity, but its use should be done with caution in treatment of the gastritis and peptic
ulcers, since the reactive axygen/nitrogen intermediates are involved in the pathogenesis of gastric
mucosal injury induced by ulcerogenic agents and H. plori infections.

Background

Helicobacter pylori (H. pylori) is a spiral-shaped bacterium
that colonizes the stomach of the half of all people world-
wide | 1]. Once a person is infected, the organism can live
in the stomach indefinitely and may not cause clinical ill-
ness. It is still not dear how H. pylori are transmitted or
why some people infected with its bacteria become sick
and others do not |2]. Studies have also shown an associ-

ation between long-term infection with H. pyloni and the
development of gastric adenocarcinoma [3,4].

Therapy for H. pyloni infection consists of 1-2 weeks of
one or two effective antibiotics, such as amoxidllin, tetra-
cydine, metronidazole, or clarithromycin, plus either ran-
itidine bismuth dtrate, bismuth subsalicylate, or a proton
pump inhibitor [5]. Many dinical treatment trials involv-
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ing patients with H. pylori infection and gastric or duode-
nal ulcers show that curing the infection is assodated with
a marked reduction in ulcer recurrence rates [6]. However,
eradication by the triple therapy is not always successful
and the acquisition by H. pylori resistant to antibiotics
could represent a serious problem that may reduce treat-
ment efficacy |7]. Considering that eradication therapies
can be ineffective and undesirable side effects may occur,
the search for new drugs for the development of altema-
tive therapies is very important [1]. Plant extracts are
among the attractive sources of new drugs and have been
shown to produce promising results in the treatment of
gastric ulcers [8-11].

The genus Byrsomima, which is composed of approxi-
mately 150 species, belongs to the Malpighiaceae family
and is widely distributed throughout tropical America
[12,13]. This family is constituted by approximately 800
species distributed in 60 genera and about 509 of these
species are concentrated in Brazil [14]. In traditional Bra-
zilian medicine, Byrsonima crassa (B. crassa) is used as
antiemetic, diuretic, febrifuge, to treat diarrhea, gastritis
and ulcer [15].

‘The potential antiulcerogenic of B. crassa leaves extracts
were demonstrated by Sannomiya et al. [ 16). The results of
this research showed that methanolic (MeOH) extract
provided better gastroprotective activity than chlorofor-
mic (CHCl;) extract. The presence of amentoflavone,
quercetin derivatives and catechins in the MeOH extract
were suggested to contribute for the gastroprotective activ-
ity since these compounds were reported to inhibit lipid
peroxidation as well as possess a very potent antioxidant
activity [16,17].

Several in vitro studies have looked at the effect of medic-
inal plant extracts against H. pylori [ 18-21]. This bacteria
induces inflammation, infiltration and activation of
immune cells, accumulation of reactive oxygen spedes,
and oxidative DNA damage in the gastric mucosa [22-24].
The antimicrobial compounds from plants may inhibit
bacterial growth by different mechanisms than those pres-
ently used antimicrobials, and could therefore be of dini-
cal value in the treatment of resistant microbial strains,
including H. pylori |25].

Despite of the popular use of B. crassa as a medicinal
plant, there is no data on its antimicrobial activity and
immunostimulatory effects. In this study, we evaluated, in
vitro, the anti-H. pylori of B. crassa leaves extracts (MeOH
and CH(l;) and itsimmunostimulatory effects in murine
immune system by determination of oxygen (H;0;) and
nitrogen (NO) intermediates reactive.

hitp-/www.biomedcentral. com/1472-6882/8/2

Methods

Plant material

B. crassa Nied. (Malpighiaceae) leaves were collected at
Porto Nadonal, Tocantins State, Brazil and authenticated
by Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos. A voucher specimen
(Nr. 3377) was deposited at the Herbarium of the
Tocantins University.

Extroction and preparation of extract solutions

The aerial parts (2.0 kg of leaves) obtained were dried (at
40°C for 4 days) and powdered. The dry powdered mate-
rial was macerated three times with 2 liters of chloroform
and methanol successively at room temperature and left
for 48 h in the respective solvent. The solvents were fil-
tered and evaporated at 60 °C under reduced pressure pro-
viding CHCl; (53.8 g) and MeOH (158.3 g) extracts. The
yields (w/w) for the CHCI; and MeOH extracts from the
air-dried and powdered leaves of B. qrassa leaves were 2.7
and 7.996, respectively [16]. Stock solutions of plant
extracts (50 mg/ml) were prepared in dimethyl sulfoxide
(DMSO) and stored at -20°C. Dilutions of the stock solu-
tions were made in Brain Heart Infusion (BHI) plus 10%
fetal bovine serum (FBS) for antimicrobial activity and in
potassium phosphate buffer or RPMI-1640 medium for
measurement of H,0; and NO production by peritoneal
macrophages. Fresh solutions were prepared for each
experiment.

Bacterial strain

H. pyloni ATOC 43504, metronidazole resistant (MwzR)
and amoxicillin susceptible (AmxS), was obtained from
the American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA). The bacterium was cultured in Columbia agar con-
taining 5% sheep blood at 36-37°C for 3 days, in 5% O,,
1096 CO,, 859 N, atmosphere.

Antimicrobial activity

The wells of a 96-well micoplate were filled with 100 ul
of various concentrations of the extracts. Same volume of
H. pylori suspension (about 10 cfu/ml) was added to each
well. The absorbance was determined using an automatic
ELISA microplate reader (Spectra & Rainbow Readers,
Tecan) adjusted at 620 nm. The microplate was incubated
at 36-37°C for 3 days, under microaerophilic atmos-
phere, agitated and the absorbance was read again in the
reader at the same wavelength. The absorbencies were
compared to the values obtained before incubation to
detect an increase in bacterial growth. The lowest concen-
tration of the test extract resulting in inhibition of bacte-
rial growth, at least, more than 9006, was taken as the
minimal inhibitory concentration (MIC). Amoxidllin
and metronidazole were used as reference antimicrobial.
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Animadls

Experiments involving Swiss mice (6-8 weeks old, 18 to
25 g) were performed in accordance with the regulations
of Research Ethics Committee (01/2005), Faculty of Phar-
maceutical Sciences, Unesp, S3o Paulo, Brazil.

Peritoneal macrophages

Resident and thioglycollate-elicited peritoneal exudate
cells were obtained from mice following intraperitoneal
injection of 3 ml thioglycollate medium (3.0 g/100 ml)
and lavage of the peritoneal cavity with 5 ml of 10 mM
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, 3-4 days later.
The proportion of macophages in the peritoneal exudate
was determined by cell staining with May-Gruenwald-
Ciemsa. Cell preparations contained more than 95% mac-
rophages. The cells were washed twice with PBS and resus-
pended in appropriate medium for each test.

Macrophages viability

For the determination of the concentrations of extracts
that do not cause cell death, the cytotoxic assay was per-
formed as desaibed. Macrophages (10% cells/ml) were
suspended in RPMI-1640 containing 5% heat-inactivated
FBS, 100 1U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomydn and
50 mM 2-mercaptoethanol. The suspension (100 ul) was
added to each well of 2 96-well microplate and the cells
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO,. After 1 h, the wells were washed and
adhering cells exposed to different concentrations of
methanolic or chloroformic extract for 1 and 24 h. The
test was accompanied by a viability positive control
(RPMI plus cells) and negative control (RPMI plus
extract). Finally, neutral red (NR) assay [26] was per-
formed and the absorbance at 540 nm (reference filter
620 nm) determined using an automatic microplate
reader.

Measurement of H;0,

Production H;0, was measured by the horseradish perox-
idase (HRP)-dependent oxidation of phenol red [27].
Macophages (2 = 10° cells/ml) were suspended in 10 mM
potassium phosphate buffer containing 140 mM Na(l,
5.5 mM dextrose, 0.56 mM phenol red and 0.01 mg/ml
HRP, pH 7.4. Briefly, 100 pl of this suspension was added
to each of a 96-well culture tissue plate and exposed to
methanolic and chloroformic extracts (concentrations of
extracts that do not cause cell death), for 1 h (time for the
H;0, assay) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The reac-
tion was stopped by the addition of 10 ul of 1 N NaOH
and the absorbances were read at 620 nm using a micro-
plate reader. The results are reported as nmol/2 = 105 cells.
The experiment was accompanied by a positive control
(buffer plus magophages and 200 nM phorbol myristate
acetate, PMA) and negative control (buffer plus macro-
phages).

hitp-/www.biomedcentral. com/1472-6882/8/2

Measurement of NO

NO synthesis was determined by measuring the accumu-
lation of nitrite, a stable metabolite of NO, using the
Griess reaction [28]. Macrophages (100 pl) in at 5 = 10%
cells/ml in RPMI containing 5% heat-inactivated FBS, 100
[U/m1 penidillin, 100 ug/ml streptomycin and 50 mM 2-
mercaptoethanol, were added to each well of a 96-well
cell culture plate and exposed to methanolic and chloro-
formic extracts (concentrations that do not cause cell
death), for 24 h (time for the NO assay) at 37°C in a 5%
(02 atmosphere. After incubation, 50 ul aliquots of cul-
ture supemnatant were mixed with an equal volume of
(Criess reagent and incubated at room temperature for 10
min. Absorbance at 540 nm was measured using a micro-
plate reader. The results are reported as umol/5 = 105 cells.
Each experiment was accompanied by a positive control
(RPMI plus macrophages and 10 pg/ml lipopolysaccha-
ride, LPS) and a negative control (RPMI and macro-
phages).

Statistical Analysis

‘The results are expressed as means + SI) (Standard Devia-
tion). All tests were perform in triplicate and repeated at
least three times. Statistical difference between groups was
determined by one-way analysis of variance (ANOVA). A
p-value < 0.05 was considered statistically significant.

Results

The antibacterial activities of the extracts (MeOH and
CHCI,) from B. crassa against H. pylori, using spectropho-
tometer microdilution assay, are showed in Figure 1. The
results demonstrated that both MeOH and CHCI, extract
exhibited anti-H. pylory activity with MIC value of 1024
ug/ml. The data presented in Figure 2 summarize the
release of HyO, and NO by murine peritoneal macro-
phages. The MeOH extract at concentrations of 280 ug/ml
(maximum concentration that did not cause cell death)
was able to induce the release of 20.16 £ 0.58 nmol/2
105 cells and 13.79 + 2.58 pmol/5 = 105 cells H,0, and
NO, respectively. The CHCl; extract at concentration of
200 pg/ml (maximum concentration that did not cause
cell death) just induced the production of NO (8.63 +
0.35 pmols/S = 105 cells).

Discussion

Many anti-H. pylori compounds exhibiting a significant
inhibitory effect have been identified from plant materi-
als, among them flavonoids, tannins, terpenes, aromatic
aldehydes, alcohols, tannins and catechins [18,29-31].
Based on the popular use of B. crassa to treat gastritis and
ulcer, we investigated, in witro, the susceptibility of H.
pyloni ATCC 43504 (AmxS and MtzR strain) to MeOH and
CHCI, extracts obtained from the leaves of this medicinal
plant. Both extracts presented MIC value of 1024 pg/ml.
In summary, our results suggest that B. crassa produces
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H,0; (A) and NO (B) production from peritoneal macrophages stimulated with 280 ug/ml MeOH (1) and 200
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secondary metabolites with anti-H. pylori activity. Proba-
bly, the antimicrobial activity demonstrated by extracts
may be due to the presence of polyphenolic compounds,
such as flavonoids, tannins, and terpenoids described in
the phytochemical profile of B. crassa [16,32,33], not dis-
carding the possibility of a synergistic effects between sub-
stances.

H. pylori infection has been associated with generation of
oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) reactive species, which
leads to oxidative stress in gastric mucosa [22,34,35]. This
bacterium induces infiltration and activation of phago-
cytes, which produce inflammatory mediators, cytokines,
ROS and RNS. To avoid the negative effects of ROS, H.
pylon, like many other bacteria, produces enzymes
involved in ROS scavenging, such as catalase and superox-
ide dismutase. H. pylori also activates inducible nitric
oxide synthase in the gastric mucosa, which is assodated
with epithelial cell injury and apoptosis |2]. No evidence
was found for a role of free radicals in the pathogenesis of
gastric mucosal injury in cases unrelated to H. pyloni infec-
tion [35].

Macophages are widely distributed in different tissues
and play an essential role in the development of the spe-
cific and nonspecific immune response. These cells can be
activated by a variety of stimuli as bacterial components,
cytokines and chemicals. Once activated, macrophages
produce and release numerous secretors products includ-
ing several cytokines, inorganic reactive radicals, reactive
oxygen intermediates (ROI) and reactive nitrogen inter-
mediates (RNI) with biological activities |[36]. Hydrogen
peroxide (H;0;) and nitric oxide (NO) are important in
cell signaling and they are effectors molecules for micro-
biddal and cytotoxic response of macrophages after stim-
ulation [37]. If ROI and RNI may be considered as
beneficial intermediates (with respect to its microbiddal
and tumoricidal activities), it also can become destructive
for the host tissue in certain conditions | 38]. NO and reac-
tive oxygen species affect virtually every step of the devel-
opment of inflammation.

The immunomodulatory activity of several plants com-
pounds has already been described [39]. Dailla eliptica
chloroform extract triggered the production of H;0,, NO
and tumor necosis factor-alpha in a dose-dependent
manner into cultured macrophages [40] whereas inhibi-
tory effects in H202 and NO production by ethyl acetate
fraction from Alchommea glandulosa were demonstrated
|41]. In particular, those plants that reduce the formation
of NO may be beneficial in pathophysiological conditions
where excessive production of NO is a contributory factor.

In this study, we demonstrated that extracts of B. cassa
induced the production H;0, and NO. Agents that reduce

hitp-/www.biomedcentral. com/1472-6882/8/2

the formation of NO may be benefidal in H. pyloni infec-
tions since an excessive production of NO is an agravating
factor in this condition. Finally, increased production of
free radicals has been demonstrated to ocour during the
gastrointestinal metabolism of xenobiotics, which may
lead to intestinal disorders [42].

Despite of the antiulcerogenic effect exhibited by B. crassa
assodated with HCl/ethanol induced gastric ulcers [16]
and inhibitory activity against H. pylor, an immunostim-
ulatory effect on the liberation of H,0; and NO by B.
crassa leaves was demonstrated. Based in these results, B.
crassa can be considered a source of compounds with anti-
H. pylori activity, but its use should be done with caution
in treatment of the gastritis and peptic ulcers, since the
reactive oxygen/nitrogen intermediates are involved in the
pathogenesis of gastric mucosal injury induced ulcero-
genic agents and H. pyloni infections.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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