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Faremos as pazes de novo.

Pode ser que um dia o tempo passe...
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Um de outro se hd de lembrar.
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(Albert Einstein)



Dedico aos meus pais, Maria Helena e Ademir (presente no meu coragdo),
que sempre me apoiaram nos momentos mais dificeis.

Ensinaram-me que a sabedoria e a honestidade sdo

0s bens mais preciosos que um homem pode ter.

Obrigado pelo amor, confianga e por tudo que fizeram por mim.

Aos meus irmdos, José Henrique e Ana Carolina,

e a minha sobrinha Isabela.

Ao Marco Aurélio, pelos sete anos que estivemos juntos,
por sempre acreditar no meu potencial.

Obrigado por fazerem parte da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Maria Stella G. Raddi que aceitou o desafio de me orientar neste trabalho.
Obrigada pelo conhecimento cientifico adquirido durante esses dez anos de convivéncia no
laboratério e que muito contribuiu para o meu crescimento profissional. Agradeco pela

oportunidade de permanecer por tantos anos na Microbiologia Clinica.

Ao Prof. Dr. Luiz Marcos da Fonseca por me co-orientar nesse trabalho e pela presidéncia da
banca examinadora no dia da minha defesa. Agradeco o enorme incentivo, prestatividade,

disponibilidade e inimeras sugestdes nos ensaios quimiluminescentes.

A Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos por inicialmente disponibilizar seu laboratorio para

manuten¢do do Helicobacter pylori e por aceitar compor a banca examinadora desta Tese.

Ao Prof. Dr. Wagner Vilegas pela colaboragio na realizacdo deste trabalho e por também

aceitar compor a banca examinadora desta Tese.

Ao Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura e a Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima por

participarem da banca examinadora deste trabalho e pelas excelentes sugestdes oferecidas.

Ao Prof. Dr. Iguatemy Lourengo Brunmetti e a Profa. Dra. Maria Teresa Pepato pela

utilizacdo do biotério do laboratorio de Bioquimica.

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Pizzolitto que inicialmente abriu-nos as portas do laboratério de
Microbiologia e pelos conhecimentos adquiridos durante a graduacdo e estidgio de

treinamento.

A minha querida amiga Beth, obrigada pelos momentos de descontragdo, pelas horas que
passamos trabalhando no laboratério ou estudando na salinha 38, pela amizade, pelos
conselhos e por ter estado perto em momentos que eu muito precisava. Agradeco por Deus ter

colocado na minha vida uma amiga como vocé.



Aos meus amigos Maria do Carmo e Antonio Francisco (Neto), obrigada principalmente pela
amizade, pelos momentos de descontragdo e pelo apoio nos momentos bons e ruins. D’Carmo
agradeco pela ajuda que sempre me ofereceu durante todos esses anos no laboratério de
Microbiologia. Sua companhia foi fundamental para que eu conseguisse ter forcas e terminar
esse trabalho. Obrigado pelas suas oragdes, por organizar com tanto carinho o café da minha

defesa e pela sua presenca no dia da minha defesa.

Ao amigo Rodrigo pela grande colaboragdo no trabalho com os animais, pelo incentivo e

momentos de diversdo. A Rifa obrigada pela amizade e carinho.

Aos amigos que fiz no laboratorio, Karina Devienne, Verénica, Karina Ponsoni, Mariana,

Teté, cada um hoje seguindo o seu caminho, obrigado pela amizade.

A amiga Fabiana, sempre com um conselho e uma palavra de carinho.

A Nancy, obrigada pela ajuda nos experimentos com células.

Ao Marcos (Bioquimica) e a Marisa (Imunologia) obrigada pela ajuda na parte técnica.

As secretarias do departamento, Eliana ¢ Tirene, as funcionarias do prédio tradicional da
Faculdade de Farmacia, Mdrcia, D. Luzia, Rita ¢ Rose, ¢ a0 Max (Hematologia), obrigada
pela companhia e pela paciéncia com os alunos (como eu) que estdo sempre precisando de

alguma coisa.

As funciondrias da Secdo de Pos-Graduacdo, Sonia, Laura e Cldudia, obrigada pela

dedicacgdo, carinho, atencdo e paciéncia.

Agradeco aos meus amigos da UNICEP, Andréia, Cristiane, Cintia, Daniela, Vanessa, pelo

incentivo € amizade.

A todos que de alguma forma contribuiram para que este sonho se tornasse realidade: Muito

obrigado.



1.1.

1.2.

1.3.

2.1.

2.2,

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.2.1.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.3.

3.3.1.

SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE ABREVIATURAS, UNIDADES E SIMBOLOS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

INTRODUGAO. ...t
Plantas MEediCiNaLS. ... ..cccueereieiieiee ettt et e
Flora do Cerrado brasileiro............ccevveeeiriiieniiee i
Helicobacter pylori e as Glceras pEptiCas.........covevierivveeerrveercnreeenvirieennenns
OBJETIVOS. ... ettt et ettt s s
ODJEtIVO ZETAL....cuiiieriiiie ettt ettt st bbb st a s s eseeseatens
ODbjetivos ESPECITICOS. .vieiiriiiiiiieriiieerieteiite e ite et ee st e s ss e e ess e
MATERIAL E METODOS........oociiiiiiiiiniieeiseeee s
ESPECIES VEZELAIS. .. cuvvviieiiee it e etiieeite et ee et e st testes b etestesbesaete b sbesaans
Etapa DOtANICA. .. .cuvvieeiiieceiiiiecri ettt e ettt e et sestes e seeee ereenes
Etapa qUIMICA. .....cccvviiiiiee ettt ettt s es s et ss s ereesea
Obtencdo dos extratos, fragdes e compostos isolados das espécies
VEEELAIS. ... veeeirreereireeeireeesereesareeesesseesereesssseassesseseesessesaesessessesessessesssassasesses
AtIVIAAde CILOTOXICA. 1e.nevenetieneieeiiietieeie ettt ettt et
Linhagem CEIUIAr..........c..eeceiieiiiiieciies ettt
Determinacdo da citotoxicidade............cocovveeeeiiiiiieiiieiiiie e
Atividade anti-HelicoDacter PYLOFi..........cccoeevcuuievicieeniiiesireeescesieies s

Antimicrobianos PAAIGES.......cccuvieririieeriirieeiieeesreeeere e sers e e eesesseseeseeens

24

25

27

33

39

40

40

41

42

42

43

43

44

44

44

45

45



3.3.2.

3.3.3.

3.3.3.1.

3.3.3.2.

3.4.

3.4.1.

3.4.2

3.4.2.1.

3.4.2.2.

3.4.2.3.

3.4.2.4.

3.4.2.5.

3.4.2.5.1.

3.4.2.5.2.

3.4.2.6.

3.5.

4.1.

4.2.

4.2.1.

IMICTOTZANISINIO. ... vveeereeeerreeseereesaereaesesseesaseesassseessessesessessesesessessesseseassesses
Avaliagio da atividade antimicrobiana.................ccooooeveieeiieeiiiiiie e,
Interferéncia do DMSO no crescimento de H. pylori..........ccceevevvvevinneaannen.
Determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) de extratos,
fracGes, mistura de triterpenos e compostos fendlicos para H. pylori.........
Atividade antioXidante...........ccoeoierieriieriie e
Avaliacdo da capacidade sequestradora (ou redutora) de radical DPPH.....
Avaliacdo do burst oxidativo (respiratorio) de LPMNS.........cccceevveeeiveennns
Indugdo de exsudato celular para obteng@o de LPMNS.........coovvvieieiennnnenn.
Contagem total e diferencial de células em exsudato peritoneal.................
Viabilidade de LPMNs no periodo de tempo do ensaio
QUIMITUMINESCEINLE. ...ee.vvvieeierireeirieeereeeetieeereeeesreeessreeesesseseesessessessaseases sres
Viabilidade dos LPMNs na presenca dos extratos, fragdes e compostos
FONOTICOS. ..ttt e e
Ensaios qUIMITUMINESCENLES. .......vveeiivereririenireieririeessiieeerieeeerveesaeressesaesanns
Padronizagdo da suspensdo bacteriana.............cueevvveeerieeeenieieseiecieee e
Burst oxidativo de LPMNs neutréfilos estimulados com H. pylori na
presenga dos extratos, fracdes € compostos fendlicos..........cccvvverrieeerernenns
Calculo da variagdo da quImilumineSCENCIA.........eeervvererevreerrieeereeeserveee e
ANALISE EStALISICA. ...eeeuvie e ettt e
RESULTADOS. ...ttt st
Citotoxicidade dos extratos, fracdes, mistura de triterpenos e compostos
FONOTICOS. ¢t
Atividade anti-H. PYIOTT.....c..occceuieieciiecciiies ettt s saeeans

Interferéncia do DMSO no crescimento de H. pylori.........ccccoeeuvvevvveannn..

45

46

46

46

47

47

48

48

49

49

49

50

50

51

51

52

53

54

57

57



4.2.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.2.1.

4.3.2.2.

4.3.2.3.

4.3.2.4.

Determinacdo da CMI dos extratos, fracdes, mistura de triterpenos e
compostos fendlicos para H. pyloFi..........cccceceveeviiieniiiiniiie e
Atividade antioXidante...........ccocoierieriieriie e
Capacidade sequestradora de radical DPPH............ccccoooviiiviiiiien e,
Avaliagido do burst oxidativo de LPMNS..........coooviiiiiiiiiiiiieieeee e
LPMNs em exsudato peritoneal de rato...........cccvvvevvieeerieeieniiee e
Viabilidade dos LPMNs durante o tempo do ensaio ¢ na presenca dos
extratos, fragdes € Compostos fenOliCOS. .....ovuveeeviieiiiieieiie e
Suspensio bacteriana para ensaio quimiluminescente.............ccceeeeeveeerennnnn.
Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenca dos
extratos polares, fragdes € compostos fendlicos.........covvvrevvvieevrieeeieeennnnn.
DISCUSSAQ. .....cooo ittt st s
CONCLUSOES.....c..ooiiiiiiirintir et s ssst s
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............oooooiiririnnieeieeieeneenns
APENDICES..........oiiiiiiiiieeeiieeie s
APENDICE A - Procedéncia e preparo de meios e reagentes...................
APENDICE B - Padronizagdo de técnica de microdilui¢do em caldo para
determinacdo da CMI para H. pyloFi......cccccoeecccieeeiiieeciieeeriecesisiee s

APENDICE C - Analise de regressdo linear para determinagdo do

APENDICE D - Efeito de diferentes concentracdes de extratos, fragdes,

mistura de triterpenos e compostos fendlicos sobre o crescimento de H.

APENDICE E - Analise de regressdo linear para determinagio da CEs...

58

63

63

68

68

68

68

70

83

110

112

148

149

153

158

161

167



APENDICE F - Redugio do radical DPPH por extratos apolares,
polares, mistura de triterpenos € compostos fendlicos...........ccccvveerveeenennenn. 169
APENDICE G - Cinética dos ensaios quimiluminescentes dependente de
luminol em LPMNSs estimulados com H. pyloFi..........ccceeecvvvevcveeencneiennnnnn. 180

ANEXO - Parecer Comité de Etica para os experimentos com animais..... 206



RESUMO

Helicobacter pylori é, atualmente, reconhecido como o principal fator de risco para
desenvolvimento da gastrite cronica e ulcera péptica. A resposta inflamatoria decorrente da
infeccdo por essa bactéria induz alteragdes patoldgicas no microambiente gastrico, com a
liberacdo de citocinas e de grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
células inflamatorias, especialmente neutréfilos, que contribuem para a injiria 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 -amirina) e compostos fenolicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila,
quercetina-3-0-a-L-arabinopiranosideo e quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo) obtidos de
plantas do Cerrado brasileiro, empregadas popularmente no tratamento de distirbios
gastrintestinais, foram determinadas pela técnica do vermelho neutro, microdilui¢do em caldo,
reducdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) e quimiluminescéncia dependente de
luminol, respectivamente. As preparagdes vegetais (extratos, fragdes e mistura de triterpenos)
apresentaram baixo potencial citotdxico para a linhagem celular empregada (McCoy). Dentre
os compostos fendlicos, 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 (concentragdo minima inibitoria = 1024 pug/mL), entretanto fragcdes
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 preparagdes no



sistema ex vivo (ensaio quimiluminescente). Anacardium humile (Anacardiaceae), Qualea
multiflora € Qualea parviflora (Dilleniaceae), apesar de ndo apresentarem atividade anti-H.
pylori, mostraram alta capacidade de sequestar e/ou inibir a produ¢do 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
neutréfilos estar envolvido na patogénese das doengas gastricas, nossos resultados
demonstram o potencial antiulcerogénico de algumas plantas medicinais brasileiras, os quais

sdo concordantes com dados etnofarmacolégicos.

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

A historia do desenvolvimento das civilizagdes Oriental ¢ 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 preparagdes 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 prescrigdes (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
informagdes sobre os habitos indigenas quanto ao uso de plantas para tratamento de doengas
s6 comegaram a ser propagadas com o inicio da coloniza¢do portuguesa (ALMEIDA et al.,
2008). Entre os anos de 1560 a 1580, os jesuitas descreveram em suas cartas, encaminhadas a
Portugal, varias plantas comestiveis e medicinais do Brasil. O padre José de Anchieta relatou
o emprego, pelos indios brasileiros, da horteld pimenta (Mentha piperita) no tratamento de

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

A pratica 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 populacdo de diferentes paises (Di STASI,
1995). De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), cerca de 60% da populacio
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 crenga
quanto a atividade terapéutica e auséncia de efeitos colaterais das preparagdes vegetais por
grande parte da populacdo (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 precaugdes que as da medicina alopatica tradicional”
(Da SILVA, 2007; De FRANCA et al., 2008). A literatura demonstra que metabdlitos
secundarios isolados de plantas podem apresentar alta toxicidade como, por exemplo, os
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

fitoterapicos, tem aumentado enormemente (WHO, 2000b; IGNATTI et al, 2006).
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Publicagdes 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
tradi¢do no uso de fitoterapicos (VIZOSO et al., 2000); na Africa do Sul, o uso medicinal de
plantas movimenta varios setores da economia (VERSCHAEVE et al., 2004); na Alemanha,
varios fitoterapicos 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, ¢ de medicamentos fitoterapicos
comercializados em farmacias e drogarias, movimenta um mercado de 500 milhdes de reais
por ano (VIEIRA, 2007). De acordo com a Associagdo Brasileira das Empresas do Setor
Fitoterapico, Suplemento Alimentar ¢ de Promogdo da Saude (ABIFISA), antiga Associagdo
Brasileira da Industria Fitoterapica (ABIFITO), considerando toda a cadeia produtiva, o setor
fitoterapico movimenta um bilhdo de reais por ano ¢ 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 ¢ um amplo patrimdnio étnico-cultural, o
mercado farmacéutico brasileiro ainda é dominado por multinacionais ou por induastrias 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 dimensdo
continental ¢ a grande variagdo geomorfolégica 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 sio:
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Amazoénia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal, Costeiros ¢ Campos Sulinos ou

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

Figura 1 - Biomas brasileiros

(Fonte: IBAMA, 2008)

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em area apenas pela
Amazodnia, ocupando 21% do territério 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 ¢ elevada, porém ainda pouco explorada cientificamente.

O numero de plantas vasculares (vegetais superiores) ¢ superior aquele encontrado na maioria
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das regides do mundo; plantas herbaceas, arbustivas, arbéreas e cipds somam mais de 7.000
espécies (MENDONCA et al., 1998). No Cerrado, 44% da flora ¢ 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
popula¢do, para o tratamento de diferentes doengas.

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 situagdes analogas in vivo, entre
tanto outros, também determinaram o ressurgimento do interesse na investigagdo 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 cromatograficas e de elucidagdo estrutural, a
possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de espécies vegetais é, portanto,
imensuravel (GURBUZ et al., 2002).

Atualmente, apesar do volume de publicagdes, sabe-se que a pesquisa envolvendo
plantas medicinais ¢ complexa e apresenta um carater multidisciplinar, principalmente quando
o0 objetivo ¢ avaliar diferentes a¢des bioldgicas e farmacologicas, bem como isolar substancias
ativas uteis para a terapé€utica (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) ¢ importante devido ao acumulo, muitas vezes milenar, de

informagdes sobre o emprego de determinadas plantas no tratamento de doengas (HOLETZ et
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al., 2002). Todavia, a selegdo com base em pesquisas ja publicadas, que descrevem o perfil
fitoquimico ¢ agdes terapéuticas de um mesmo gé€nero 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 estfio incluidas em cerca de 150 familias (MENDONCA et al., 1998;
MIRANDA et al., 2006). Estudo etnofarmacolégico realizado no Cerrado demonstrou um
grande numero de espécies vegetais utilizada no tratamento de diferentes afecgdes,
especialmente transtornos gastrintestinais, como gastrite ¢ ulceras pépticas (géstricas e
duodenais) (SILVA et al., 2000). Varios 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 biologicas (anti-tlcera,
antioxidante, analgésica, antiinflamatoria, antimicrobiana, imunomodulatéria, 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 sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de infecgdes
cutdneas, diarréias e disfungdes gastricas, incluindo ulceras (SILVA et al., 2001;
SANNOMIYA et al., 2003; SANNOMIYA et al., 2005a). Estudos fitoquimicos realizados
com extratos e infusdes dessa espécie demonstraram a presenga de alguns compostos
biologicamente ativos como quercetina-3-O-f-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 presenga de flavondides (SANNOMIYA et al., 2005a). Recente publicagio,
utilizando modelo de ulcera induzida por etanol (EtOH), acido 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 cicatriza¢cdo da mucosa
ulcerada e estimulando o processo proliferativo e a secre¢cdo de muco (LIMA et al., 2008).

Dentre as espécies vegetais consumidas pela populagdo, destaca-se Anacardium
humile, conhecida popularmente como cajui, caju do cerrado, cajuzinho do campo. A
utilizagdo dessa planta é bastante vasta: o fruto (pseudofruto) € usado na fabrica¢do de sucos,
doces e vinhos; na medicina popular é empregada no tratamento de manchas de pele (resina),
em processos inflamatérios (casca), como purgativo (raiz) e antidiarréico (folha) (POTT;
POTT, 1994; SERRA et al., 2003). O género Anacardium, além de flavonoides, sintetiza
varios outros metabolitos secundarios, como acidos 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).

Alcaldides, 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, é popularmente
conhecida como tapid ou tamanqueiro (PASCOTTO, 2006). Esterdides, terpendides,
alcaldéides e outros compostos fenolicos sdo encontrados nas folhas dessa espécie
(CONEGERO et al., 2003). A fracdo acetato etila (AcOEt), obtida do extrato MeOH de folhas

de A. glandulosa inibiu a producdo de peroxido de hidrogénio (H,0;), 6xido nitrico (NO) e
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fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em macrofagos 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 doengas gastricas, incluindo ulceras (OSABEDE; OKOYE, 2003). O extrato
MeOH obtido de folhas de A. glandulosa demonstrou reduzir, de maneira dose-dependente,
lesdes na mucosa gastrica de camundongos induzidas por EtOH absoluto (CALVO et al,,
2007).

Davilla elliptica, conhecida popularmente como sambaibinha, lixinha, lixeirinha e
cipd-caboclo, € 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
distarbios gastrintestinais (CALVO et al.,, 2003; RODRIGUES et al., 2008). O extrato
cloroférmico (extrato CHCI;) obtido de folhas desta espécie vegetal apresentou atividade
contra Mycobacterium tuberculosis, além de estimular a liberagdo de H,O,, NO e TNF-q,
sugerindo uma atividade imunomodulatoria (LOPES et al., 2007).

A espécie Mouriri pusa, arvore que mede de 2 a 7 metros, ¢ popularmente conhecida
como puga-preto ou jaboticaba-do-cerrado e apresenta frutos comestiveis bastante apreciados
pela populagdo 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 presenga de varios flavondides e outros compostos polifenolicos,
como taninos, presentes nessa espécie vegetal.

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

presenca de flavonoides no extrato MeOH de folhas de G. noxia.
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O género 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
antiinflamatorio ¢ no tratamento de desordens gastrintestinais (POTT; POTT, 1994;
ALMEIDA et al.,, 1998). Hiruma-Lima et al. (2006) relataram a presenca de terpendides,
taninos, catequinas, quercetina e outros polifendis no extrato alcoolico 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 distirbios gastrintestinais, com destaque para
as ulceras gastricas. Alcaloides e flavonodides sdo descritos no perfil fitoquimico de S.
pseudoquina. Estudo recente in vivo demonstrou que o extrato MeOH e a fragdo 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 ultimas décadas, o tratamento da ulcera péptica tem sido objetivo de varias
pesquisas e extratos, fracdes e substincias isoladas de plantas demonstram ser eficazes no
tratamento dessa afeccio (FUKAI et al., 2002; SANNOMIYA et al, 2005a;
ZAYACHKIVSKA et al., 2005; BABINCOVA et al., 2008; FALCAO et al., 2008; LUIZ-
FERREIRA et al., 2008). Essa doen¢a 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 milhdes de pessoas apresentam ulcera péptica, sendo que
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a cada ano 350 mil novos casos sdo relatados, 100 mil pacientes sdo 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 doengas 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 ¢ 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 tltimas décadas, até o inicio dos
anos 90, pelo menos, um em cada dez americanos relatava ter tlcera gastrica ou duodenal
diagnosticada clinicamente (SONNEMBERG; EVERHART, 1996).

Ha alguns anos acreditava-se que a gastrite crénica e Ulceras pépticas fossem
resultantes apenas do desequilibrio entre a quantidade de muco no estdmago, cuja func¢éo ¢
proteger esse orgdo da agdo de enzimas digestivas, e a producdo de suco gastrico (enzimas
proteoliticas ¢ acido hidrocloridrico), associado ao uso de algumas drogas (especialmente
AINES) ou, até mesmo, a habitos alimentares inadequados. Nessas condi¢des, um processo
inflamatdrio era iniciado, podendo progredir para uma area ulcerada. O padrio de tratamento
consistia em administrar medicamentos que inibiam a liberacdo dos 4cidos associados a uma
dieta alimentar para reduzir a irritagdo da mucosa estomacal (WALLACE; GRANGER, 1996;
MAITY et al., 2003).

Em fevereiro de 1994, o Consenso do Instituto Nacional de Satude (National Institute
of Health - NIH) concluiu que a maior causa de tlcera 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 — Colonizagdo por Helicobacter pylori no mundo

(Fonte: THE Helicobacter FOUNDATION, 2009)

Os esquemas terapéuticos para tratamento de disturbios 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 a terapia antimicrobiana, principalmente aos imidazdlicos (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 Satde
(ANVISA), apenas 20% dos pacientes diagnosticados com alguma doenga adquirem os
medicamentos necessarios para o tratamento (SANTOS, 2001).

Considerando que as terapias para erradicacdo do H. pylori podem ser ineficazes ¢ que
efeitos colaterais podem ocorrer, a pesquisa de novas drogas para terapias alternativas ¢ 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 preocupagéo relacionada a colonizagdo do trato gastrintestinal
pelo H. pylori é a sua associagcdo com o desenvolvimento de cancer gastrico e linfoma de
tecido linféide associado a mucosa (FUKAI et al., 2002; FUNATOGAWA et al., 2004;
YUEN et al., 2005). A resposta inflamatoria decorrente da infec¢do pelo H. pylori induz
alteracdes patologicas no microambiente gastrico, com a liberagdo de citocinas e grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas células inflamatdrias, especialmente
leucéceitos 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 gastrica colonizada por H. pylori eleva a possibilidade de
erros espontianeos durante a replicacdo. A infeccdo por H. pylori também pode resultar na
diminui¢do dos niveis de acido ascérbico gastrico, um potente antioxidante que cuja redugéo
pode contribuir para o risco de lesio do DNA decorrente da liberagdo intragastrica de EROs
(KIM et al., 2005; ZHANG; FARTHING, 2005).

Embora o organismo humano utilize o oxigénio e rea¢des 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 geragdo de
EROs pelas células pode ser direcional ou constitutiva. Fagocitos, como neutrofilos, sdo
produtores de EROs, incluindo o &nion superdxido (O,"), H,O,, radical hidroxil (OH") e
acido hipocloroso (HOCI), que sdo importantes na destruicdo de microrganismos invasores,
células tumorais ¢ em outras atividades biologicas (RAMASARMA, 1990; BABIOR, 2000;
BORUTAITE; BROWN, 2001). No entanto, as espécies reativas podem ser toxicas para alvos
intra e extracelulares, em procariotos e eucariotos, ¢ sua excessiva producdo 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 mutacdo e, subsequente, mutagénese
(LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). Mecanismos de defesa antioxidantes limitam os niveis de
EROs e substancias antioxidantes podem inibir a produgio ou capturar radicais livres e outros
oxidantes, reduzindo a concentragio de EROs (ARUOMA, 1996). Varios estudos

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

Varios métodos in vitro foram propostos para determinar a capacidade antioxidante em
matrizes bioldgicas, componentes alimentares, extratos de plantas e substincias quimicas
isoladas (HALLIWELL et al., 1995; MATLE et al., 2000; FENGLIN et al., 2004). A
propriedade antioxidante de substincias pode ser avaliada pela capacidade de sequestrarem
radicais livres. O ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazila) ¢ um teste que permite fazer uma avaliagdo indireta do potencial antioxidante
de diferentes compostos (FENGLIN et al., 2004, NISHIZAWA et al., 2005). O DPPH ¢
reduzido por substincias que doam atomos de hidrogénio, tornando-se um composto estavel,
as quais estdo associadas a propriedades antioxidantes (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al.,
2000).

Pro-oxidantes e antioxidantes também podem ser estudados em sistemas bioldgicos
através de ensaios que medem a produg¢do 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 produg@o 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 tulcera 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 citotéxico de plantas do Cerrado brasileiro, empregadas no tratamento

de transtornos gastrintestinais € processos inflamatorios, foram avaliados neste estudo.
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2.1. Objetivo geral

Nosso trabalho propds dar continuidade ao estudo integrado quimico-farmacolégico
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 gé€neros 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) fragdes obtidas de B. crassa (fragio aquosa e AcOEt), G. noxia (fragio
flavonoides/flavonoidica e saponinas) e S. pseudoquina (fragdo alcaldides/alcaloidica,
intermediaria e flavonoides/flavonoidica);

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

4) compostos fendlicos (amentoflavona, (+)-catequina, galato de metila, quercetina-3-O-
a-L-arabinopiranosideo, quercetina-3-0-f-D-galactopiranosideo) isolados do extrato

polar de B. crassa e quercetina (padrao 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.
pawviflora, S. pseudoquina, estdo inseridas no projeto tematico de bioprospecg¢do, intitulado
“Uso sustentavel da biodiversidade brasileira: prospec¢do quimico-farmacologica em plantas
superiores da Mata Atlantica ¢ 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 4. glandulosa foram coletadas na Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ-USP), municipio de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil. A identificagdo foi
realizada pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro e uma exsicata (numero de voucher 132828) foi
depositada no Herbario da Universidade de Campinas (UNICAMP). As folhas de A.
triplinervia foram coletadas no Jardim Botanico do Instituto de Biociéncias da UNESP,
municipio de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil e identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Y. Tamashiro.
Uma exsicata de nimero 14873 foi depositada no Herbario “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 Herbario da UNITINS sob
o numero 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 nimeros 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 os nimeros
24163 e 24164, respectivamente.

Folhas de D. elliptica e M. pusa foram coletadas em Porto Nacional ¢ Brejinho de
Nazaré, Tocantins, Brasil, ¢ identificadas pela Profa. Dra. Solange de Fatima Lolis. Exsicatas
foram depositadas no Herbario da Universidade Federal do Tocantins (UFT) sob os nimeros
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 ¢ 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 ¢ Q. parviflora também foram coletadas no Estado de
Tocantins. A identificacdo das espécies vegetais foi realizada pela Profa. Dra. Solange de
Féatima Lolis, catalogadas com os nimeros de exsicatas 4158, 3379 e 9226, respectivamente, ¢

depositadas no Herbario da UNITINS.

3.1.2. Etapa quimica
3.1.2.1. Obtencao dos extratos, fracoes e compostos isolados das espécies vegetais

A obtencdo dos extratos e fragdes 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--D-galactopiranosideo, isolados do extrato
MeOH de folhas de B. crassa (SANNOMIYA et al.,, 2004; SANNOMIYA et al., 2005a;
SANNOMIYA et al, 2005c), foram cedidos por Miriam Sannomiya. A mistura de
triterpendides (o-amirina e P-amirina), obtida do extrato CHCl; de folhas de B. crassa
(HIGUCHLI, et al., 2008), foi cedida pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas. O flavondide quercetina
foi adquirido da Sigma-Aldrich (Q-0125).

Para realiza¢8o dos ensaios, os extratos, fragdes, mistura de triterpenos e compostos
isolados foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo 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 solucdes estio descritos no APENDICE A.

3.2. Atividade citotoxica
3.2.1. Linhagem celular

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

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

3.2.2. Determinacio 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 concentragdes (31,25 a 500 pg/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), apds
incubagdo por 24 horas. A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotdmetro
multicanal (Spectra & Rainbow Readers da Tecan Austria), em comprimento de onda de 540
nm ¢ filtro de referéncia 620 nm (FRESHNEY, 1994). O indice citotoxico 50% (ICsp),
concentragdo do agente que reduz em 50% a absorvancia espectrofotométrica, foi
determinado. Os testes foram acompanhados de crescimento celular controle (na auséncia dos
extratos, fragdes, mistura de triterpenos ou compostos fendlicos) e controle de absorvancia
(extratos, fragdes, 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 absorvéancia) para determinagdo dos ICso foram obtidas através de analise de
regressdo linear. A cisplatina (Tecnoplatin® da Zodiac) substancia citotéxica empregada em

terapias antitumorais, foi utilizada como padréo de citotoxicidade.

3.3. Atividade anti-Helicobacter pylori
3.3.1. Antimicrobianos padrdes

Amoxicilina (Genix Industria Farmacéutica Ltda, lote F406087) e metronidazol
(Natural Pharma, lote W215279) foram solubilizados em DMSO para preparagdo de solugdes
a 50 mg/mL. A partir dessas solu¢des, 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 agar 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. Avaliacao da atividade antimicrobiana
A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos, fracdes, mistura de triterpenos e
compostos fenodlicos para H. pylori foi realizada através da técnica espectrofotométrica de

microdilui¢io em caldo, apés padroniza¢io (APENDICE B).

3.3.3.1. Interferéncia do DMSO no crescimento de H. pylori

Cavidades de microplaca (96 wells) foram preenchidas com 100 uL 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
suspensio 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 concentracdes 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. Determinacdo da concentracio minima inibitéria (CMI) de extratos, fracdes,
mistura de triterpenos e compostos fenélicos 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 concentracdes (64 a 1024
pg/mL em caldo BHI) dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos e compostos fenolicos

sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de uma suspensdo 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 apds incubagdo, com a finalidade de
computar somente o crescimento bacteriano. Os testes foram acompanhados de crescimento
bacteriano controle (na auséncia dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos ou compostos
fendlicos) e controle de absorvancia (meio de cultura acrescido de diferentes concentragdes
dos extratos, fragdes, mistura de triterpenos ou compostos). A definicdo de CMI é reportada

na padronizagdo da técnica de microdilui¢do em caldo (APENDICE B).

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

Solugdo de DPPH a 0,004% em MeOH foi utilizada neste ensaio espectrofotométrico.
A cada 50 puL da amostra teste (extrato, fragdes, mistura de triterpenos € compostos fenolicos)
em diversas concentragdes (5 a 100 pg/mL em EtOH) foram adicionados 100 pL da solugdo
de DPPH, sendo as absorvancias determinadas a 540 nm em espectrofotdmetro multicanal,
ap6s 30 minutos de reagdo a 25°C. Solu¢do de DPPH (100 pL) adicionada de 50uL de
solugdo de DMSO em MeOH foi empregada como controle de maxima absor¢io. A equagio
utilizada para determinar a porcentagem de inibicdo (% A) € apresentada a seguir, onde Ao
representa a absorvancia do DPPH sem a adigdo das amostras (extratos, fragdes, mistura de
triterpenos ou compostos fendlicos) e A corresponde a absorvancia obtida na presenca das

amostras, apds 30 minutos de reagdo (FENGLIN et al., 2004; CHENG et al., 2006).
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oA = o= x 100

A concentragdo eficiente 50% (CEsg), concentracdo do antioxidante necessaria para
reduzir em 50% a quantidade do radical DPPH em solugdo, foi determinada por analise de
regressdo linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos, no minimo, trés
vezes ¢ acompanhados dos antioxidantes controles: quercetina e trolox (analogo hidrossoluvel

da vitamina E).

3.4.2. Avaliac¢io do burst oxidativo (respiratorio) de LPMNs
3.4.2.1. Indugio de exsudato celular para obtencido de LPMNs

Solugdo (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). Apds
12 horas, os animais foram sacrificados em camara de CO, ¢ a cavidade peritoneal lavada
com 20 mL de tampdo PBS Dulbecco’s (PBSD) sem calcio, contendo 10 Ul heparina/mL. A
suspensdo celular obtida foi lavada 2 vezes com PBSD sem calcio (300 x g, 5 min, 4°C) e
ressuspendida no mesmo tampao. 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, o sedimento
lavado 3 vezes em tampdo PBSD sem calcio e ressuspendido na mesma solu¢do tampdo. Um
pool de LPMNSs, obtido de 3 animais diferentes, foi empregado em cada experimento. A
execugdo 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 cdmara de Neubauer e a contagem
diferencial apds confec¢do de lamina, em citocentrifuga e corada pelo método May-
Griinwald-Giemsa. Para a determinagdo do percentual de LPMNs presente na suspensio
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 realizag@o 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. Tampdo PBSD (100 uL) contendo 4 x 10° células/mL foi distribuido em
tubos tipo eppendorf, sobre o qual foram adicionados 100 pL de solugdo de vermelho neutro
(2 mg/mL em PBSD) no tempo inicial (t = 0) e final (t = 90 min), periodo de duragdo dos
ensaios quimiluminescentes. Apos incubagdo por 3 horas (37°C) com solugdo de vermelho
neutro, os tubos foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e
adicionados 200 pL de solugo de acido acético/etanol a 50% (1:10). Apds homogeneizagio,
100 pL foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotometro 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 fendlicos
Tampdo 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. Apds 90 minutos de incubagio (37°C), os tubos
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foram centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados e adicionados 200 uL de
solugdo de vermelho neutro (1 mg/mL em PBSD). Apos incubagido por 3 horas (37°C), os
eppendorfs foram novamente centrifugados (300 x g, 5 min), os sobrenadantes desprezados ¢
adicionados 200 pL de solugdo de acido acético/etanol a 50% (1:10). Posteriormente, 100 uL
foram transferidos para microplaca e a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotometro 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, fragdes ou compostos fenolicos) e controle de absorvancia (PBSD
acrescido dos extratos, fragdes 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 reagdes quimiluminescentes seguiram recomendagdes descritas por KITAGAWA
et al. (2003) e GALICE et al. (2006), sendo realizadas em lumindmetro BioOrbit modelo
1251. O aparelho encontra-se interfaceado a um microcomputador e os resultados sdo
processados através do software Multiuse versdo 2.0. Os ensaios foram realizados sob
orientacdo do Prof. Dr. Luiz Marcos da Fonseca, do Departamento de Analises Clinicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.

3.4.2.5.1. Padronizacdo da suspensio bacteriana

Para realizacdo do ensaio quimiluminescente, adicionou-se aos tubos de reagdo:
tampao PBSD, suspensio celular (LPMNs 2 x 10° células/mL) e luminol (2 x 10° M). Apbds
posicionamento dos tubos na camara de leitura do lumindémetro, a reagdo foi disparada através
da adi¢do do estimulo imunolégico, zymosan 700 pg/mL (estimulo controle) ou suspensédo de

H. pylori (0,15 - 0,3 UDO), utilizando dispensador externo, com volume final de 1 mL por
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tubo. As rea¢des foram realizadas a 37°C e o burst oxidativo monitorado por um periodo de
90 minutos. A intensidade maxima de emissdo (IME) e a integral da cinética de emissdo
(ICE) foram determinadas no final da reagfo. 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 avaliagdo do burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenca
dos extratos, fragdes e compostos fendlicos, adicionou-se aos tubos de reacdo: tampao PBSD,
suspensdo celular (LPMNs 2 x 10° células/mL) e luminol (2 x 107> M). Apés posicionamento
dos tubos na cdmara de leitura do lumindmetro, a rea¢do foi disparada através da adi¢do de
estimulo imunolégico, zymosan 700 pug/mL (estimulo controle) ou H. pylori (0,2 UDO),
utilizando dispensador externo. Apo6s 15 minutos (a 37°C), foram adicionadas diferentes
concentragdes dos extratos, fragdes e compostos fenolicos aos tubos de reagdo, 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 reagfo. 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 varia¢do da quimiluminescéncia
A variago da quimiluminescéncia (AQL) expressa a IME e ICE apo6s 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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AQLpaxima = 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. Analise estatistica
A interpretagdo dos resultados foi realizada através de analise de varidncia (ANOVA),
sendo 0,05 o nivel de significancia (LAPPONI, 1997). O ICs, e CEsy foram definidos através

de andlise de regressdo linear com limite de confianga 95%.



4. RESULTADOS
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Resultados

4.1. Citotoxicidade dos extratos, fracdes, mistura de triterpenos e compostos fenélicos
Os ICso obtidos, através de analise de regressdo linear, para os extratos apolares
(extratos CHCl; e diclorometano (DCM)) e polares (extratos MeOH) das plantas avaliadas
sdo apresentados na Tabela 1. Os valores dos ICsy para as fragdes, mistura de triterpenos e
compostos fendlicos isolados de B. crassa s3o apresentados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Os altos valores de ICsy dos extratos e fragdes vegetais revelaram baixo
poder citotoxico para a linhagem celular utilizada. A quercetina e a (+)-catequina
apresentaram maior potencial citotoxico em relagdo aos extratos e fragdes, bem como para os
demais compostos fendlicos e mistura de triterpenos. A curva dose-efeito de um extrato
MeOH e de um composto fenolico, utilizada para determinagdo do ICsy, € apresentada no

APENDICE C.
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Tabela 1 - Indice citotoxico 50% (ICso) de extratos CHCl;, DCM e MeOH para

células McCoy

Espécie vegetal

ICso (ug/mL)’

Extrato apolar

Extrato polar

(CHCI; 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+ 54
Davilla elliptica 258 £6,2 306 £ 7,0
Guapira noxia 313+7.3 239+5.2
Mouriri pusa® 274+ 43 310 £ 4,0
Qualea grandiflora 238 £3,9 254 +£43
Qualea multiflora 263 £4.,5 267 +5,3
Qualea parviflora 239+5,8 255+6,0
Strychnos pseudoquina® 336 £4,8 375+£3,9
Cisplatina 41,9 £0.,5

'Valor apresentado como média + desvio padriio; *Extrato DCM
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Tabela 2 - Indice citotoxico 50% (ICso) de fragdes de Byrsonima crassa,

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina para células McCoy

Espécie vegetal (fracio) ICs (ug/mL)*
Byrsonima crassa (aquosa) 413+ 7,5
Byrsonima crassa (AcOE) 308 £ 5,5
Guapira noxia (flavonoidica) 256 + 3,5
Guapira noxia (saponinas) 253+£3,2
Strychnos pseudoquina (alcaloidica) 413 +£5,9
Strychnos pseudoquina (intermediaria) 378 £4,1
Strychnos pseudoquina (flavonoidica) 261 £3,2
Cisplatina 41,9 £0,5

*Valor apresentado como média + desvio padrio

Tabela 3 - Indice citotoxico 50% (ICsp) de compostos fenolicos e mistura

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa para células

McCoy
Composto isolado ou mistura ICsp (ug/mL)*
Amentoflavona 366,0 + 6,4
(+)-catequina 164,0 + 5,2
Galato de Metila 297,0+ 7,5
Quercetina-3-0-a-L-arabinopiranosideo >500,0
Quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo >500,0
Triterpenoides (o-amirina + J-amirina) 292+ 7,3
Quercetina 945+54
Cisplatina 41,9 £ 0,5

* r1: . ~
Valor apresentado como média + desvio padrao
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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 concentracdes de DMSO sobre o
crescimento de H. pylori, apds 72 horas de incubagdo. Na presenca 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

presencga de concentragdes de DMSO néo superiores a 1,25%.

97,6 %

Crescimento (%)

2,5 4

DMSO (%)

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

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

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

As curvas de crescimento de H. pylori na presen¢a de diferentes concentragdes dos
extratos, fracdes, 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

CHCl; e DCM) de diferentes espécies vegetais

Espécie vegetal

(extrato apolar)

Inibicio de crescimento (%)

Concentracio (ug/mL)

64 128 256 512 1024
Alchornea glandulosa
57+0,5 6,6+0,6 65+0,5 91+0,7 69,7+1,2
(CHCI)
Alchornea triplinervia
21+03 2,1+£03 43+£04 51+04 43+0,5
(CHCI)
Anacardium humile
0+0,2 26+0,1 2,6+02 2,6+0,2 3,0£0,3
(DCM)
Byrsonima basiloba
0+0,3 1,4+0,3 0+0 0+0 1,4+£0,5
(CHCI)
Byrsonima crassa
347+2,0 394+22 502+27 784+£24 98,6+2,1
(CHCI)
Byrsonima intermedia
11,9+0,5 21,9+0,6 36,7+0,8 60,5+2,1 87,1+2,2
(CHClI»)
Davilla elliptica
0+0,5 72+03 10,1+0,4 46,4+1,0 97,622
(CHCI»)
Guapira noxia
0,5+0 30£0,5 3,0+£03 32+£0,3 3,004
(CHCl3)
Mouriri pusa
346+0,6 34,1+0,5 329+0,7 329+0,7 342+0,5
(DCM)
Qualea grandiflora
0+0,3 ,3+0,2 2,6+0,2 39+04 39+0,2
(CHCl3)
Qualea multiflora
0+0 1,4+03 0+0,3 0+0,4 0+0,4
(CHCl3)
Qualea parviflora
' 72+£02 72+£03 87+02 §87+0,1 8,7+0,2
(CHCl)
Strychnos pseudoquina
52404 64£06 7,7+0,5 7,7%£0,5 7,7+0,4
(DCM)

“Valor apresentado como média + desvio padrio
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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 (%)

Concentracio (ug/mL)

64 128 256 512 1024
Alchornea glandulosa 1,3+0,5 6,7+0,3 8,0+0,4 8,0+0,2 8,0+£0,5
Alchornea triplinervia 6,8+0,3 8,004 10,2+04 10,2+04 10,2+0,6
Anacardium humile 0+0,1 22+0,2 6,0+£02 206+0,6 22,8+0,5
Byrsonima basiloba 0+0,2 0+0,3 2,8+0 52+0,2 5,6 0,2
Byrsonima crassa 18,605 229+06 27,1+£0,7 40,0+1,1 929+0,5
Byrsonima intermedia 7,8+0,2 92+04 13,6+0,8 17,5+1,1 50,0+0,9
Davilla elliptica 1,4+0,5 4,24+0,3 69+04 114+1,0 42,6+1,2
Guapira noxia 15,1+0,6 159+0,5 16,1+06 160+04 16,1 +0,5
Mouriri pusa 21,1+£04 21,504 22,8+03 21,504 27,0+0,6
Qualea grandiflora 0,8+0,3 1,3+0,2 1,3+04 1,3+£0,3 2,604
Qualea multiflora 0+0 0+0,1 0+0,2 1,3+0,2 1,3+0,1
Qualea parviflora 9,3+0,2 8,8+0,5 8,9+0,4 8,8+0,5 8,8+0,4
Strychnos pseudoquina 2,7 +£0,3 7,1 £0,4 8,0+0,5 8,0+0,3 8,0+£0,6

"Valor apresentado como média + desvio padrio
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Tabela 6 - Inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori por fragdes de Byrsonima crassa,

Guapira noxia e Strychnos pseudoquina

Inibicio de crescimento (%)

Espécie vegetal
Concentracio (pg/mL)
(fracio)

64 128 256 512 1024

Byrsonima crassa
0+0,2 0+0,3 0+0,4 0+0,2 0,9+0,3
(aquosa)

Byrsonima crassa

51+03 11,5+0,5 11,5+04 11,6+04 132+0,5
(AcOEY)

Guapira noxia

L 47+20 103+0,5 12,0+0,7 12,8+04 19,6+0,8
(flavonoidica)

Guapira noxia

. 10,3+0,5 104+£0,6 108+0,5 11,6+0,6 11,7+0,2
(saponinas)

Strychnos pseudoquina

(alcaloidica) 0+0,3 0+0,3 0+0,2 0+0,1 0+0,3
Strychnos pseudoquina

) o 1,3+£04 39+03 3,1£03 44=+03 5,7+£0,2
(intermediaria)

Strychnos pseudoquina
_ 122404 156+0,5 20,7+0,3 20,3+£0,5 24,1+0,5
(flavonoidica)

*. 71 . ~
Valor apresentado como média + desvio padrao
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Tabela 7 - Inibi¢ao do crescimento de Helicobacter pylori por compostos fendlicos e mistura

de triterpenos isolados de Byrsonima crassa

Composto isolado

Inibi¢ido de crescimento (%)*

Concentracio (ug/mL)

ou mistura
64 128 256 512 1024

Amentoflavona 1,5+03 43+04 155+0,6 159+04 43,5+0,6
(+)-catequina 1,5+0,2 8,8+0,6 8,8+0,4 103+0,4 10,3+0,5
Galato de metila 58+£02 58+04 73+0,5 7,3+0,3 7,4+0,8
Quercetina-3-0-a-L-

82+03 164+04 17,4£03 174+0,6 17,8+0,4
arabinopiranosideo
Quercetina-3-O-B-D-

30+£0,6 35+0,5 60+06 97+07 98+0,7
galactopiranosideo
Triterpendides

2,703 164+0,5 224+0,6 28,8+04 356+0,7
(oi-amirina + -amirina)
Quercetina 7,9+0,5 150+0,8 17,4+0,5 21,6+0,8 47,4+0,5

"Valor apresentado como média + desvio padrio
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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 redugdo do DPPH pelas fragdes, mistura de triterpenos e compostos fendlicos. Dentre as
fragdes avaliadas, a aquosa e AcOEt de B. crassa e a fra¢do flavonoidica de G. noxia
mostraram os menores valores de CEsy. Ao contrario dos triterpenos, todos os compostos
fendlicos apresentaram potencial antioxidante dose-dependente pela técnica de redugdo do
radical DPPH.

No APENDICE E sio exemplificados um gréafico onde foi possivel estabelecer uma
reta de regressdo linear para determinagdo da CEsy e outro onde ndo foi possivel estabelecer
essa regressao.

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

APENDICE F.
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4.3.2. Avaliac¢io 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 preparacao.

4.3.2.2. Viabilidade dos LPMNs durante o tempo do ensaio e na presenca dos extratos,
fracoes e compostos fenolicos

A viabilidade dos LPMNs foi mantida em mais de 90%, apds manutencio dessas
células em tampdo PBSD, a 37°C, durante noventa minutos (periodo de tempo dos ensaios
quimiluminescentes). A exposi¢do dos neutréfilos aos extratos, fragdes e compostos fenolicos
a uma concentracdo de 100 pg/mL (maxima concentragdo empregada nos ensaios
quimiluminescentes), por um periodo de 90 minutos, no acarretou reducdo significativa na

viabilidade celular.

4.3.2.3. Suspensao 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 UDQO) e a linha de base
(LPMNSs/luminol). A emiss2o de luz foi mais intensa nos ensaios realizados com suspensio 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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—— Zymosan (700 ug/mL)
1 —— H pylori 0,3 UDO
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Figura 5 - Quimiluminescéncia (QL) dos sistemas LPMNs/luminol/zymosan e

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

no minimo, trés experimentos independentes.

Tabela 12 - Quimiluminescéncia (QL) para intensidade maxima de emissdo (IME) e integral
da cinética de emissdo (ICE) do sistema LPMNs/luminol/zymosan e

LPMNs/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) 659+72 2,76 x 10° + 22080
H. pylori (0,2 UDO) 773 +12,4 3,17 x 10° + 41210
H. pylori (0,15 UDO) 528+52 2,20 x 10° + 23800
Linha de base 1,5+1,2 0,06 x 10° + 1800

"Valor apresentado como média + desvio padrio
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4.3.2.4. Burst oxidativo de LPMNs estimulados com H. pylori na presenca dos extratos
polares, fracdes e compostos fenélicos

O efeito de diferentes concentragoes de extratos MeOH, fracdes e compostos fenolicos
na quimiluminescéncia dependente de luminol em LPMNs € 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 concentragdes testadas (5, 50 e
100 pg/mL) reduziram de maneira significativa o burt oxidativo de LPMNs induzido por H.
pylori. Entretanto, o extrato MeOH de G. noxia reduziu de maneira menos expressiva o burst
oxidativo em comparagdo aos demais extratos polares. Para 4. humile, B. basiloba, B.
intermedia, D. elliptica, M. pusa, Q. grandiflora foi observada diminuicdo estatisticamente
significativa no burst de LPMNs induzido por H. pylori na presenca de 50 e 100 pg/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 concentragdes de 100 e 50 pg/mL. A fracdo
flavonoidica de G. noxia apresentou melhor atividade que a fragio enriquecida de saponinas.
Em relacdo a espécie S. pseudoquina, verificou-se que a fra¢do flavonoidica reduziu de
maneira mais expressiva o burst de LPMN que a fracdo intermedidria e alcaloidica.

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

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

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

fracdes e compostos fenolicos.
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Tabela 16 - Reducdo do radical DPPH e reducdo no valor da ICE por extratos MeOH de

diferentes espécies vegetais

Espécie vegetal

Reducio DPPH (%)

Reducio integral (%)

Concentracoes (ug/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 77,7 78,0 14,6 60,1* 74,1%
Davilla elliptica 36,0 77,0 77,8 6,0 90,3* 94,6*
Guapira noxia 8,9 58,6 85,3 21,3* 28,8%* 35,4%
Mouriri pusa 39,9 64,2 67,1 0 92,2% 93,0%*
Qualea grandiflora 34,5 80,0 81,5 10,5 93 1% 93,6*
Qualea multiflora 50,9 78,6 80,7 47,3% 93,5% 95,0%*
Qualea parviflora 53,0 78.8 81,2 48,0% 93, 6%* 95,0%*
Strychnos pseudoquina 1,0 24,8 43,4 4,0 0 0

* Diferenca estatisticamente significativa na redugéo da ICE (p < 0,05)
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Tabela 17 - Reducdo do radical DPPH e reducgio no valor da ICE por diferentes fracdes

81

Espécie vegetal

Reducio DPPH (%)

Reducio integral (%)

(fragao) Concentragdes (ug/mL)
Byrsonima crassa
260 912 91,9 6,6 92.7%  91,7%
(aquosa) > ) ,
Byrsonima crassa
4,2 76,8%* 83,5*
(acetato de etila) 13,8 82,8 90,8
Guapira noxia
14,7* 42.6* 65,1%*
(flavondides) 11,1 91,7 93,2
Guapira noxia
5,7 83,6 933 1,2 22,8%  349%
(saponinas) ) > ,
Strychnos pseudoquina
0 16,9 18,7
(alcaldides) 4.8 11,4 14,2
Strychnos pseudoquina
0 48,6%  55,1%
(intermedidria) 2,4 5,0 10,6
Strychnos pseudoquina
51,8% 58,4% 61,6*
(flavonoides) 6,7 58,2 80,4

* Diferenca estatisticamente significativa na redugéo da ICE (p < 0,05)
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Tabela 18 - Reducdo do radical DPPH e redug@o no valor da ICE por compostos fendlicos

Composto fendlico

Reducio DPPH (%)

Reducio integral (%)

Concentracoes (ug/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* 95,5*% 97,8%*
1 % % %

Galato de metila 95.1 97.1 96.9 73,1 94,5*% 942
Quercetina-3-0-oa-L-arabinopiranosideo 40,8 96,1 96,0 8,9*  42,1* 63,0%
Quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo 38,3 96,9 934 7,2 36,2* 59,6%*
Quercetina (controle) 94,6 0 97,0 | 92,7 94,0% 94,8*

* Diferenca estatisticamente significativa na redugdo da ICE (p < 0,05)
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Discusséo

A utilizagdo de plantas, no tratamento, cura ou mesmo na prevengdo de doencas, é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Apesar da grande evolugéo
da medicina alopatica, a partir da segunda metade do século XX, ainda existem obstaculos
basicos na utilizagdo dessa terapia, principalmente, por popula¢des carentes, que vao desde o
acesso aos centros de atendimento médico a aquisi¢do de medicamentos (VEIGA Jr et al.,
2005). Agregar conhecimentos cientificos ao uso popular das plantas traz grandes vantagens,
principalmente, em paises cuja maioria da populagéo € de baixo poder econémico.

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 substancias ativas, no entanto, muitas
espécies podem apresentar atividade citotdxica 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 aplicagdo terapéutica € vém sendo empregados como
adjuvante dos testes in vivo, possibilitando a redu¢do no numero de animais utilizados na
avaliagcdo 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 doengas, especialmente aquelas
associadas ao trato gastrintestinal, através da técnica de captacdo do corante vital vermelho
neutro recomendada pelo Comité de Coordenacdo Interagéncias para Validacdo de Métodos
Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods
- ICCVAM) (CASTANO; GOMEZ-LECHON, 2005; VALADARES, 2006).

Com exce¢do 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 acido ursoélico, 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 concentragdes de acido oleandico e ursdlico
(compostos triterpénicos) presentes na preparagdo. A presenga 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
discussio).

Os compostos triterpénicos, em decorréncia da caracteristica estrutural, podem
interagir com componentes celulares, especialmente esterdis, promovendo perturbacdes 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 -amirina apresentou baixa citotoxicidade (ICsyp = 292 pg/mL) para a
linhagem celular empregada nesse estudo.

Os maiores ICs, foram obtidos para os extratos polares de B. basiloba (366 png/mL), B.
intermedia (ICsp = 340 pug/mL) e S. pseudoquina (1Csy = 375 pg/mL), indicando serem os
menos citotoxicos, nos quais a presenga de triterpenos ndo é descrita (Tabela 20). A presenga
de alantoina e de um ciclitol relatada, exclusivamente, em G. noxia (Tabela 20) poderia ser
responsavel pela maior citotoxicidade do extrato MeOH dessa espécie (ICsp = 239 pg/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 induc¢do da citotoxicidade e de outras atividades
biolégicas (STERMITZ et al., 2000; SAVELEV et al., 2003; CHUNG et al., 2004; SERAFIN
et al.,, 2007; HUANG et al., 2008). Assim, alguns compostos fenolicos foram avaliados

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

O género Strychnos é conhecido por apresentar substdncias tdxicas, especialmente
alcaloides, entretanto investigagdes fitoquimicas realizadas com varias espécies pertencentes a
esse género demonstram uma grande diversidade estrutural desses compostos com efeitos
biologicos variados (RASOANAIVO et al.,, 1996; PHILIPPE et al., 2004; SILVA et al.,
2005). A fragdo enriquecida de alcaloides obtida de S. pseudoquina demonstrou baixa
citotoxicidade (ICsp = 413 pg/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 relagdo estrutura - atividade citotdoxica de compostos polifendlicos, € relatada,
principalmente para flavonodides, incluindo ensaios utilizando diferentes linhagens tumorais.
Chang et al. (2007, 2008) demonstraram que a citotoxicidade desses compostos pode estar
relacionada a presenga de 2,3-dupla ligagdo no anel heterociclico (anel C), orto-hidroxilagdo
no anel B e o nimero de hidroxilas na estrutura. A substitui¢do da hidroxila na posi¢do C3 e a
presenca de glicosideo no anel C, como na quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e
quercetina-3-0-B-D-galactopiranosideo, confirmam a diminui¢do da citotoxicidade desses
compostos em relagdo a aglicona. A Figura 6 apresenta a estrutura geral dos flavonois e as

diferencas estruturais entre a quercetina e os dois derivados glicosilados avaliados.
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Publicagdo recente atribui o potencial citotoxico de diferentes extratos de raizes e
folhas de FEuterpe precatoria (agaizeiro) 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 ICsy da quercetina em relagdo a (+)-catequina pode
contribuir para maior ou menor toxicidade dos extratos polares, visto que ambos compostos

podem estar presentes nessas preparacdes.
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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-B-D-

galactopiranosideo (R = -D-galactopiranosideo)

A grande variedade de metabolitos secundarios derivados de plantas tem despertado o
interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia, e, principalmente, das industrias
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 ultimos anos, com o aumento do nimero de cepas de
H. pylori resistente aos antimicrobianos, comumente empregados nas terapias de erradicag@o,
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 tulceras e gastrites, foi avaliada a
atividade anti-H. pylori de extratos, fragdes e substancias obtidas das espécies propostas. No
Brasil, poucos sdo 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 preparagao.

Os métodos de diluicdo em caldo ou 4gar sdo igualmente aceitdveis para avaliar
quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado
microrganismo. A atividade anti-H. pylori dos extratos, fracdes e substancias foi quantificada
por técnica de microdiluicio em caldo, previamente padronizada (APENDICE B). A CMI de
1024 pg/mL foi definida apenas para os extratos MeOH e CHCl; de B. crassa e CHCl; de D.
elliptica, para as demais preparacdes e substincias nio foi possivel estabelecer a CMI na
maior concentragio 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 ¢ 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 acidos graxos, cumarinas ¢
terpenos. A presenga de terpenos reportada nos extratos MeOH e CHCIl; de B. crassa e CHCl;
de D. elliptica poderia justificar a CMI (1024 pug/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 galico 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 flavonoides e de diversos compostos polifendlicos (FUKAI et al., 2002;
SHIN et al., 2005). Ustun et al. (2006) verificaram o efeito inibidor de alguns flavonoides,
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 padrio 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 preparagfo, visto que varios constituintes também sdo relatados

nos extratos polares de outras espécies 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 relagio
concentrag@o e inibi¢do de crescimento ¢ demonstrada como sendo aplicavel na triagem do
potencial antimicrobiano de extratos e outras preparagdes vegetais (TABAK et al., 1999;
CHATTERJEE et al., 2004; VELURI et al., 2004; CASTILLO-JUAREZ et al., 2007). Na
concentragdo de 1024 ug/mL, os extratos CHCl; e MeOH de B. intermedia ¢ CHCl; 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 disturbios gastricos que, geralmente, estdo
associados a colonizag@o por essa bactéria.

Com o objetivo de verificar quais possiveis classes de compostos que poderiam
apresentar efeito anti-H. pylori, fracdes foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o
crescimento dessa bactéria. A baixa atividade observada para a fragdo 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 correlacdo entre presenga 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 fenolicos 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

CHCl; de Phyllanthus urinaria (quebra pedras) em relagdo a oito compostos fendlicos
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isolados da mesma planta. Varios trabalhos apontam o efeito sinérgico de compostos
presentes em preparagdes vegetais e também quando associados a antibidticos 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 ¢ de moléculas de baixo peso molecular,
que participam do processo de nutri¢do microbiana. Os canais internos das porinas podem
apresentar didmetros variados e distribuigdo de cargas positivas e negativas, decorrente da
presenca de aminoacidos carregados, os 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 secletivas 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 aminoacidos carregados presentes nos canais das porinas, facilitando a entrada de
outros flavondides na célula bacteriana. Arima et al. (2002) demonstraram o efeito sinérgico
de combinagdes quercetina-quercitrina, quercetina-morina € 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¢cdo de agentes infecciosos.

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

agravamento de diversas afecgdes, incluindo desordens gastricas, 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 produgio excessiva de EROs e espécies
reativas de nitrogénio (ERNS), associada a liberagdo de enzimas granulares por células do
sistema imunoldgico, causam danos fisiolégicos importantes as células, agravando o processo
inflamatdrio (PARIJ et al., 1998; Di STASI et al., 2004).

Embora os mecanismos envolvidos na inflamagdo gastrica induzida pelo H. pylori
ainda ndo estejam completamente esclarecidos, o papel dos LPMNs e de EROs na patogénese
de doencas associadas a essa bactéria ¢ amplamente reportado (SHIMOYAMA et al., 2003;
KIM, 2005; ATHERTON, 2006; WANG et al., 2008). Nos estagios iniciais da colonizagio,
um grande nimero de LPMNs migra para o sitio da infec¢do no limen gastrico, cuja presenca
¢ mantida durante a fase cronica da doeng¢a, ndo garantindo, porém, a eliminacdo do H. pylori
(KEENAN et al.,, 2005). Algumas citocinas, como a interleucina-8 (IL-8), liberadas por
mononucleares, especialmente macrofagos, e proteinas expressas pelo proprio H. pylori
parecem ser importantes para manuten¢do 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 niimero de moléculas
biolégicas, 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 enzimatico 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 produ¢do de uma vasta selecdo de oxidantes reativos. A maior parte do O,", em
meio aquoso, ¢ convertida em H,O, e O, por dismutacdo espontdnea ou pela acdo da
superoxido dismutase (SOD), podendo ainda reagir com 6xido nitrico (NO) para formar

peroxinitrito (ONOO-). A mieloperoxidase (MPO), liberada a partir de granulos azurdéfilos
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dos LPMN:ss, na presenca de H,O; catalisa a oxidagéo de cloreto (CI') com geragdo 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 reagdes
geradoras de EROs e ERNs em fagdcitos ativados.

O HOCI ainda pode dar origem a outras moléculas citotoxicas, como monocloraminas
(NH,CI, R-NHCI), apds reacdo com amonia, gerada a partir da metabolizagdo da uréia pela
enzima urease de H. pylori (ABE et al., 2000; AUGUSTO et al., 2007). A severidade das
lesdes, aumento do risco de apoptose celular e lesio 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 incorporagio
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 eliminagdo da bactéria (DUNN et

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

H:0:

v
; MPOD ;
LW
HO, HOCH 0.
I Aﬂlﬂi \
b ‘oH

RNHC

Figura 7 - Gerago de espécies reativas durante o burst oxidativo de fagdcitos

(Adaptado de HAMPTON et al., 1998)
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Varios 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 fragdes, para a aquosa ¢ AcOEt de B. crassa e enriquecida de flavondides
de G. noxia. Compostos fendlicos, como flavondides, taninos, acidos fenolicos e derivados,
sdo reconhecidos pelo potencial antioxidante, estando normalmente presentes em maiores
concentragdes em preparacdes polares (FUKUDA et al, 2003; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; LIMA et al, 2006; CONFORTI et al.,, 2008). A presenga
predominante de flavondides e catequinas na fracdo AcOEt e de taninos na fragdo aquosa de
B. crassa justifica o potencial antioxidante dessas fracdes (SANNOMIYA et al., 2004;
SANNOMIYA et al., 2005a; CARDOSO et al., 2006).

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

SIDDHURAJU; MANIAN, 2007). Siddhuraju et al. (2002) demonstraram que as altas
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concentragdes de taninos, em preparacdes de cascas de caule de Cassia fistula, conferiam a
essas preparagdes elevada capacidade sequestradora do radical DPPH. A presenga de taninos
ndo ¢ relatada no extrato MeOH de G. noxia e S. pseudoquina (Tabela 20), os quais
demonstraram os maiores valores de CEs5g e, consequentemente, menor potencial de redugéo
do radical DPPH.

As espécies pertencentes ao gé€nero Strychnos sdo conhecidas por apresentarem grande
quantidade de alcaloides. A fragdo 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 redugido do radical DPPH, ¢ 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 esta 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 apos a
reagdo com o 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 concentragdo avaliada (5 pg/mL), a ordem de capacidade sequestradora
do radical DPPH foi: galato de metila > quercetina > (+)-catequina > quercetina-3-0-a-
arabinopiranosideo > quercetina-3-0O-f-D-galactopiranosideo > amentoflavona, sendo pouca a

diferenca desse potencial para os trés primeiros compostos.
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Flavondides, acidos fenodlicos 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 quelacio de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de inicia¢do como de propagacdo do
processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).

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

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

Alguns trabalhos citam o potencial antioxidante do acido 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 ¢ acido galico 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
concentragdes avaliadas (50 e 100 ug/mL), com exce¢do 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 tnica reagdo quimica, podendo néo ter a mesma similaridade
com as diversas reagdes que ocorrem em sistemas biologicos. Assim, substincias 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 geracdo dessas espécies, como a
NADPH oxidase e a MPO.

A literatura relata o efeito inibidor de compostos fenodlicos 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 inibigdo da quimiluminescéncia dependente

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

O luminol pode ser oxidado por varias espécies reativas, incluindo o Oy, 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 apds a adigdo dos
extratos e fragdes (APENDICE F), a redugdo 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
apods a adicdo da maioria dos extratos e fracdes, ndo descarta a possibilidade da inibi¢do das
enzimas NADPH oxidase e/ou MPO por compostos presentes nesses extratos e fragdes.
Estudos t€ém 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 bioldgicas que, algumas vezes, podem atuar sinergicamente, como ja
relatado em diferentes trabalhos. Riemersma et al. (2001) demonstraram que polifenois,

mesmo em baixas concentragdes, podem atuar inibindo a migragdo e a resposta inflamatdria
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mediada por neutrdfilos. A seguir, Moreira et al. (2007), evidenciaram que alguns flavonois
sdo capazes de ativar e modular a resposta imunoldgica em fagocitos. Zheng e Wang (2001)
destacaram a dificuldade de comparagéo da atividade antioxidante de extratos herbaceos, em
consequéncia da diversidade e complexidade dessas misturas, principalmente, em decorréncia
da presencga de compostos fendlicos. Em razdo dessa complexidade quimica, possivelmente, a
capacidade dos extratos MeOH de reduzir o burst oxidativo de LPMNs ativados por H. pylori
seja consequéncia de diferengas qualitativas e quantitativas na composi¢do das preparacdes.

Os ensaios de quimiluminescéncia realizados para os compostos fenolicos
demonstram que a (+)-catequina, o galato de metila ¢ 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 concentragdo de 5 pg/mL,
considerando o ensaio ex-vivo, a (+)-catequina apresentou menor potencial antioxidante que a
quercetina ¢ o galato de metila (Tabela 18). Como relatado, diferencas estruturais entre
compostos fenélicos 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 niimero de grupos hidroxil livres, da presenca de hidroxila na
posicdo C3 do anel C e da dupla ligagdo na posi¢do C2-C3 (KROL et al., 1996; SELLOUM et
al., 2004), conforme também descrita para reduzir o DPPH. A auséncia da dupla ligacdo 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 producao e liberacao
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 fenodlicos, 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 glicosilagio de flavondides como a auséncia da 2,3-dupla
ligacdo e do grupo 4-oxo no anel B dos flavanois (catequinas), diminui a lipofilicidade desses
compostos limitando suas concentra¢des intracelulares (WANG; JOSEPH, 1999; SPENCER
et al, 2001; VUOTTO et al, 2003). Na concentragio de 5 ug/mL, os 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 redugéo
do DPPH, a quercetina e catequina demonstraram capacidade antioxidante equivalente em

todas as concentrag¢des avaliadas.
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6. CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

e Os extratos, fragdes e mistura de triterpenos avaliados, obtidos de plantas do Cerrado
brasileiro, apresentaram baixa citotoxicidade basal e menor potencial tdéxico que os

compostos fenodlicos quercetina e (+)-catequina;

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

substancia quimica presente nos extratos;

¢ Considerando todas as concentragdes ensaiadas, a atividade antioxidante in vitro, avaliada
através da capacidade redutora de radical DPPH, de extratos, fra¢des e substancias isoladas
nio 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 distirbios gastricos, 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 doengas associadas a essa bactéria,

justificando o seu emprego na medicina popular;

e Dentre as espécies avaliadas, a B. crassa demonstrou maior potencial para o tratamento de
doengas 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 solucoes

A.1. Procedéncia de meios e reagentes

Acumedia: caldo BHI, agar Columbia;

Cultilab: soro fetal bovino;

Difco: caldo Mueller Hinton agar, agar Mueller Hinton;

Genix: amoxicilina (lote F406087);

Hipolabor: heparina sodica;

Instituto Adolfo Lutz: meio Eagle;

Merck: cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio dihidratado (CaCl; x 2 H,0O), cloreto de
magnésio hexahidratado (MgCl, x 6 H»0), cloreto de sdédio (NaCl), fosfato dibasico de sddio
(Na,HPOs), fosfato dibasico de sédio dihidratado (Na;HPO4 x 2 H,0), fosfato monobasico de
s6dio monohidratado (NaH,PO4 x H,0), hidréxido de s6dio (NaOH);

Natural Pharma: metronidazol (lote W215279);

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

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

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

Zodiac: Tecnoplatin® (cisplatina).

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

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

(4-8°C).
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A.2.2. Agar Columbia
Hidratar 4,3 g de meio em 100 mL de agua destilada ou deionizada, aquecer e
esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C. Para preparagéo do agar 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 refrigeragio

(4-8°C).

A.2.4. Agar Mueller Hinton
Hidratar 3,8 g de meio em 100 mL de agua destilada ou deionizada, aquecer e
esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C. Para preparagio 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

Solucdo A

Na;HPO4 X 2 HaO.oove e 27,400 g
agua deionizada................ o T30 o FEUURU 386 mL
Solugdo B

NaH,PO4 X H2O.ooviviiiee e 7,875 g
agua deionizada................. eSePorerreanereaans 114 mL

Preparar, inicialmente, as solugdes A e B. Apds completa dissolu¢do dos sais, misturar
as duas solugdes e adicionar pouco menos de 500 mL de agua deionizada. Ajustar o pH para

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

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

A.2.6. Tampao PBS Dulbecco’s (PBSD)

NACL.eeiiiiieeeeeee e 8,00 g
KCLu e 0,20 g
NagHPO ..o 1L15¢
KHoPO4ooiiiiiiiciciccccceee 0,20 g
CaCly X 2 HpO..oooiiiiiiiiiicccceccc, 0,10 g
MgCl X 6 HyO.ovoeiiiiecicccc e 0,10 g
Agua deionizada................. eSPrrerreeeienen 1000 mL

Inicialmente, dissolver os quatro primeiros sais em aproximadamente 700 mL de agua
deionizada. Em outro recipiente dissolver o cloreto de calcio e cloreto de magnésio em
aproximadamente 200 mL de agua. Adicionar, vagarosamente, essa solugdo ao contetido da
primeira solu¢do. Acertar o pH para 7,4, ajustar o volume para 1000 mL e esterilizar por
filtragdo utilizando membrana de 0,22 um. Manter o tamp3o sempre sob refrigeracdo (4 a 8°C).

Para preparagdo do PBSD sem calcio ndo acrescentar CaCl, a preparagio.

A.2.7. Solucio de vermelho neutro
Preparar solucdo 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 solugdo salina 0,85% estéril no

momento da inoculagdo.

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

Suspender 0,035 g de zymosan em 5 mL de agua 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 a -

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

A.2.10. Solugao 107 M de luminol sédico
Dissolver 0,002 g de luminol sédico em 1 mL de tampado PBSD. Aliquotar a solugéo,
mantendo a mesma a -20°C e ao abrigo da luz. Preparar solu¢do de uso no momento da

realizagdo do ensaio quimiluminescente.
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APENDICE B - Padronizacio de técnica de microdiluicio em caldo para determinacio
da CMI para H. pylori
B.1. Avaliacdo 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 o mesmo volume da suspensdo bacteriana (10° UFC/mL
de BHI). Imediatamente, leitura espectrofotométrica, em 620 nm, foi realizada ¢ a microplaca
incubada a 36°-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO,. Apds 48 ¢ 72 horas novas leituras
de absorvancia foram realizadas. A absorvancia das suspensdes bacterianas obtidas no dia da
incubag@o e apos 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 concentragdes de soro fetal
bovino (5%, 7,5% e 10%) ¢ 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 avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos, fragdes,

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



155

Apéndices

B.2. Determina¢io da CMI de amoxicilina e metronidazol para H. pylori pelo método de
microdiluicio em caldo e método de diluicio em agar

B.2.1. Microdiluicao 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 pg/mL) dos
antimicrobianos amoxicilina e metronidazol, sobre os quais foi adicionado o 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. Apds incubacdo, 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 do valor obtido apds incubagdo, 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 microdilui¢do em caldo, é apresentado na Figura B3. A CMI foi definida
como a menor concentragdo do antibacteriano que inibiu o crescimento visivel, sendo de 0,25

ug/mL e 128 pg/mL para amoxicilina e metronidazol, respectivamente.
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Figura B3 - Efeito de diferentes concentragdes de amoxicilina (4) e metronidazol (m) no

crescimento de H. pylori

B.2.2. Microdiluicio em agar
B.2.2.1. Metodologia

Para validar a técnica de microdilui¢do 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 uL de uma suspensdo bacteriana (H. pylori
ATCC 43504), ajustada a uma densidade dtica de 0,38-0,40 a 620 nm (cerca de 108 UFC/mL),
foram distribuidos na superficie de placas de Petri contendo agar Mueller Hinton suplementado
com 5% de sangue de carneiro ¢ 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 so6lido 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 dgar Mueller Hinton
adicionado de amoxicilina e metronidazol na concentragdo de 0,125 pg/mL (MIC) e 128
pg/mL (MIC), respectivamente. O valor da CMI obtido para amoxicilina através do método da
diluicdo em agar foi de uma diluicdo 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 microdilui¢do padronizado foi
igual ao da técnica de dilui¢io em agar. Para amoxicilina, a CMI obtida pela técnica de
diluicdo em agar foi menor, em uma dilui¢do, que a em caldo. Estudos revelam diferenga em
uma ou duas dilui¢des para CMI obtida por diferentes técnicas, como dilui¢do em agar, caldo e
E-test (PICCOLOMINI et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2004).

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

conforme ja descrito para trimetoprim e sulfonamida (NCCLS, 2003; ABBIODISK, 2007).
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APENDICE C - Analise de regressao linear para determinaciio do ICsy

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

regressdo obtida para um dos extratos e um dos compostos fenolicos estudados.



159

Apéndices

0,35 —-
0,30—-
0,25 —-
0,20—-
0,15 —-

0,10 s

Absorvancia (540/620 nm)

0,05

i L ]
0,00

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Concentracio (ug/mL)

Figura C1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentragcdes do extrato MeOH de G. noxia

sobre células McCoy

Andlise de regressdo 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 concentracdes da amentoflavona sobre células

McCoy

Andlise 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 concentracoes de extratos, fracoes, mistura de
triterpenos e compostos fenolicos sobre o crescimento de H. pylori

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

bacteriano (expresso através da absorvancia em 620 nm) apos periodo de incubagdo de 72

horas.
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Figura D1 - Efeito de diferentes concentracdes de extrato CHCl; (¢) ¢ 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 4. humile

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

elliptica no crescimento de H. pylori

008

Absorbancia (620 nm)

—_—

Absorbéncia (620 nm)

128 256 512 1024 0

Concentragio (ug/mL)

128 256 512 1024

Concentracio (ug/mL)

0,09
0,08
0,07 €
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

Absorbancia (620 nm)

0,01

C

0,00

128 256
Concentracio (ug/mL)

512

1024

Figura D4 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato CHCI; (¢) ¢ 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 concentragdes de extrato CHCl; (¢) e MeOH (M) de G. noxia

no crescimento de H. pylori
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Figura D6 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato DCM (¢) e MeOH (W) de M. pusa

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

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

crassa no crescimento de H. pylori
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Figura D10 - Efeito de diferentes concentragdes da fragdo flavonoidica (¢) e fragcdo saponinas

(M) de G. noxia no crescimento de H. pylori

0,10

0,09 ]
0,08
0,07
0,06
0,05

0,04
0,03
0,02 -
0,01
0,00 T T T T .
0 64 128 256 512 1024

Absorbancia (620 nm)

Concentracio (ug/mL)

Figura D11 - Efeito de diferentes concentra¢des da fracdo alcaloidica (¢ ), fragdo intermediaria

(M) e fragdo flavonoidica (A ) de S. pseudoquina no crescimento de H. pylori
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Figura D12 - Efeito de diferentes concentragdes de amentoflavona (), catequina (M), galato
de metila (A), quercetina-3-O-o-L-arabinopiranosideo (%), quercetina-3-O-f3-

D-galactopiranosideo (><) e quercetina (®) no crescimento de H. pylori
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Figura D13 - Efeito de diferentes concentragdes da mistura de triterpenos (o-amirina e

[-amirina) (@) e quercetina (®) no crescimento de H. pylori
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APENDICE E - Anilise de regressao linear para determinaciio da CEsy
Nos ensaios de reducdo do radical DPPH pelos extratos, fragdes, mistura de triterpenos
e compostos fendlicos, quando foi possivel estabelecer uma reta de regressdo linear,
determinou-se a CE5o. A Figura E1 apresenta um grafico onde foi possivel a determinacdo da
CEso e a Figura E2 um grafico onde ndo foi possivel realizar analise de regressdo linear para

determina¢do da CEso.

100 4

S s04

8

=

54

2

= 60

£

< »

o

= 404 u
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& 204 W
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Figura E1 - Efeito dose-resposta de diferentes concentragdes do extrato MeOH de G. noxia

sobre o radical DPPH

Andlise 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

<0,0001
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Figura E2 - Efeito dose-resposta de diferentes concentragdes do extrato CHCl; de Davilla

elliptica sobre o radical DPPH

Andlise de regressdo linear — D. elliptica noxia (extrato CHCly)

Y=A+B*X

Parameter Value Error t-Value Prob>|t|

A 0,29875 0,00401 74,48431 <0.0001

B -0,00206 7,94279E-4 -2,58795 0,04133
R R-Square(COD) Adj. R-Square Root-MSE(SD) N
-0,62627 0,52747 0,4487 0,00515 8
Prob>F

0,06133
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APENDICE F - Reduciio do radical DPPH por extratos apolares, polares, mistura de

triterpenos e compostos fenolicos
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80 80
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40 40

Redugio do radical DPPH (%)
Redugdo do radical DPPH (%)
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Figura F1 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato CHCI; de (A)

A. gladulosa e (B) A. triplinervia
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Figura F2 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCIl; de

A. humile
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Figura F3 - Reducdo 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 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCl; de

D. elliptica
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Figura F5 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCl; de

G. noxia
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Figura F6 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragcdes de extrato CHCI3 de

M. pusa
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Figura F7 - Redugio do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato CHCI3 de (A)

0. grandiflora, (B)
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Q. multiflora e (C) Q. parviflora
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Figura F8 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato CHCl; de

S. pseudoquina
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Redugdo do radical DPPH (%)
Redugido do radical DPPH (%)

5 10 20 40 50 80 100 S 20 40 50
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Figura F9 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de (A)

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

A. humile
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Redugdo do radical DPPH (%)
Redugdo do radical DPPH (%)
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Figura F11 - Reducfo do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de (A)

B. basiloba, (B) B. crassa e (C) B. intermedia
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Figura 12 - Reducdo do radical DPPH por diferentes concentragcdes de extrato MeOH de

D. elliptica
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Figura F13 - Redugio do radical DPPH por diferentes concentragdes de extrato MeOH de

G. noxia
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Figura F14 - Reduc¢do do radical DPPH por diferentes concentracdes de extrato MeOH de

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

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

S. pseudoquina
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Redugao do radical DPPH (%)
Redugdo do radical DPPH (%)
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Figura F17 - Redugio do radical DPPH por diferentes concentragdes da fracdo (A) aquosa e

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

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

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

triterpendides
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Redugio do radical DPPH (%)
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Figura F21 - Redugdo do radical DPPH por diferentes concentragdes de (A) amentoflavona,
(B) (+)-catequina, (C) galato de metila, (D) quercetina 3-O-o-L-

arabinopiranosideo, (E) quercetina 3-O--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, fragdes ¢

compostos fenolicos sdo representativas de, no minimo, trés experimentos independentes.

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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de 4. glandulosa

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato A. glandulosa
90+ H. pylori + 50 ng/mL extrato 4. glandulosa
1 —— H. pylori + 5 pg/mL extrato A. glandulosa
80 linha de base
70
60
S 50
£ ]
= 404
o
30
20-
10-
0
OI1|0+2|0I3|0I4|0I5|OI6IOI7IOI8|0I9|0
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 43,7 0,52 x10°+2197 82,4 <0,05%
50 38,5 0,54 x 10° + 2279 81,6 <0,05*
5 64,5 2,32 x10°+ 9838 21,6 <0,05*
controle 84,4 2,96 x 10°+ 12542 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissdo (IME) e

2integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G2 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de A. triplinervia

—— H. pylori
80 —— H. pylori + 100 pg/mL extrato 4. triplinervia
1 H. pylori + 50 pg/mL extrato 4. triplinervia
70+ —— H. pylori+ 5 pg/mL extrato A. triplinervia
1 linha de base
60
50
% 40-
5 30-
20—-
10-
o -
0Ill()+2IOI3I0I4IOI5I0I6IOI7I0I8I0I9I0I
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 27,3 0,23 x 10° £ 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 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de A. humile

— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato A. humile
60 H. pylori + 50 ng/mL extrato A. humile
—— H. pylori + 5 pg/mL extrato A. humile
linha de base
50 -
40
S ]
5 30 4
-
O 4
20
10 K
0 -
0I1|0+2|0I3|0I4|0I5|0I6|0I7|0I8|0I9|0
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na
. . valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 33,4 0,11 x10°+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 2,20x10°+ 13718 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

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



183

Apéndices

Cinética G4 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentra¢cdes de extrato
MeOH de B. basiloba
—— H. pylori
—— H. pylori + 100 ng/mL extrato B. basiloba
H. pylori + 50 ng/mL extrato B. basiloba
80 — —— H. pylori + 5 ug/mL extrato B. basiloba
i linha de base
s
g
[
o
0 10 * 20 30 40 50 6 70 8 90
Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mYV) (valor da integral) integral (%)

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 10° + 3502 - -

Variacdo da quimiluminescéncia (AQL) para

'intensidade méaxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissio (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G5 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato
MeOH de B. crassa

— H. pylori
—— H. pylori+ 100 ng/mL extrato B. crassa

1 H. pylori+ 50 pg/mL extrato B. crassa
80__ —— H. pylori+ 5 pg/mL extrato B. crassa
704 linha de base
60-
~ 50
> -4
E 404
»J ]
< 30
20-
10 \
0.
010 $2|0 30 40 0 60 70 8 9%
Temp rinos
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 x10°+ 20163 30,5 <0,05%*
controle 78,3 3,15 x10°+ 22334 - -

Variacio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de extrato

MeOH de B. intermedia

— H. pylori
60 — H. pylori + 100 pg/mL extrato B. intermedia
H. pylori + 50 pg/mL extrato B. intermedia
—— H. pylori + 5 png/mL extrato B. intermedia
504 linha de base
40
N
é 30
.
=g
20
10
04
0 1|0+2|0 " 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reduciio na valor-p
(ug/mL) (mYV) (valor da integral) integral (%)
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 - -

Variacio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissdo (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G7 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentra¢cdes de extrato
MeOH de D. elliptica
— H. pylori
—— H. pylori + 100 ng/mL extrato D. elliptica
80 — H. pylori + 50 ng/mL extrato D. elliptica
] —— H. pylori + 5 pg/mL extrato D. elliptica
70 linha de base
60
50-
’; ]
E 40
e ]
< 304
2]
104 g
0 =
0 10, 20 30 40 50 6 70 8 90
* Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducio na
. . valor-P
(ug/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 maxima 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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de G. noxia

— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL extrato G. noxia
70 H. pylori + 50 ng/mL extrato G. noxia
—— H. pylori + 5 ng/mL extrato G. noxia
60 linha de base
50 1
o 401
g
- 304
O -4
20+
104
ol
0I1I0+2I0I3I0I4I0I5I0I6IOI7I0I8I0I9IO
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reduciio na valor-p
(ng/mL) (mYV) (valor da integral) integral (%)
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 - i}

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de extrato

MeOH de M. pusa
—— H. pylori
60 —— H. pylori + 100 pg/mL extrato M. pusa
H. pylori + 50 pg/mL extrato M. pusa
50 4 —— H. pylori + 5 pg/mL extrato M. pusa
linha de base
40 H
s
g« 30
=
<
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
* Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reduc¢io na
. . valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

2integral 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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de Q. grandiflora

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

H. pylori + 50 pg/mL extrato Q. grandiflora
60~ —— H. pylori + 5 pg/mL extrato Q. grandiflora
linha de base
S
g
=
<
OI1|0+2|0I3|0I4|0I5|0I6|0I7|0I8|()I9|0
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
100 28,1 0,14 x 10° + 765 93,6 <0,05%*
50 29,1 0,15x 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 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissio (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G11 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de extrato
MeOH de Q. multiflora
— H. pylori

—— H. pylori + 100 ng/mL extrato Q. multiflora
H. pylori + 50 pg/mL extrato Q. multiflora

70 _ —— H. pylori + 5 pg/mL extrato Q. multiflora
linha de base
s
E
.
=4
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90
* Tempo (minutos)

Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)

100 36,5 0,13x10°+ 1117 95,0 <0,05%

50 30,3 0,17 x 10° + 1432 93,5 <0,05%*

5 35,7 1,37x10°+ 11586 47,3 <0,05%

controle 63,5 2,60 x 10°+ 22417 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de Q. parviflora

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

H. pylori + 50 ng/mL extrato Q. parviflora
60 —— H. pylori + 5 pg/mL extrato Q. parviflora
linha de base
s
E
|
o
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME'  AQL para ICE? Reducio na valor-p
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 - -

Variacio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima 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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentracdes de extrato

MeOH de S. pseudoquina

— H. pylori
80 - —— H. pylori + 100 pg/mL extrato S. pseudoquina
] H. pylori + 50 pg/mL extrato S. pseudoquina
70 - —— H. pylori + 5 pg/mL extrato S. pseudoquina
i linha de base
60
504
S .
E 40
- .
O 304
20
10
0
0I1|0I2|0I3|0I4|0I5|0I6|0I7|0I8|0I9|OI
Tempo (minutos)
Extrato AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 x10°+ 17202 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentra¢cdes de fragdo

aquosa de B. crassa

— H. pylori

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

: —— H. pylori + 5 pg/mL fragdo aquosa B. crassa

70 4 linha de base

s
E
[
o
Tempo (minutos)
Fracao AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-p
(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

2integral 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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragio

AcOEt de B. crassa

— H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo AcOEt B. crassa
H. pylori + 50 ng/mL fragdo AcOEt B. crassa

— H. pylori + 5 ng/mL fragdo AcOEt B. crassa

} linha de base
70
60—-
50
é 40-
= ]
o 304
20 \
0
ol
OI1|0+2|0I3|0I4|0I5|0I6|0I7IOI8|OI9IO
Tempo (minutos)
Fracéo AQL para IME'  AQL para ICE? Reducio na valor-p
(ug/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 1052& 18054 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

%integral da cinética de emissio (ICE); *Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Cinética G16 - Quimiluminescéncia dos sistemas LPMNs/luminol/H. pylori e
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragdo
flavonoidica de G. noxia

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fra¢do flavonoidica G. noxia

H. pylori + 50 ng/mL fra¢éo flavonoidica G. noxia
— H. pylori + 5 pg/mL fracdo flavonoidica G. noxia

] linha de base
70
60+
50-
Z ]
3 304
201
10
=
04
0Ill()+2|0I3IOI4IOI5|0I6|0I7|0I8|0I9|0I
Tempo (minutos)
Fracao AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 maxima de emissio (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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragio
saponinas de G. noxia

—— H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo saponinas G. noxia
H. pylori + 50 pg/mL fra¢o saponinas G. noxia

—— H. pylori + 5 ng/mL fra¢do saponinas G. noxia
60 - linha de base
50
40 \
S
E e~
S 304
<
20
10
1
04
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90
* Tempo (minutos)
Fracao AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)
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 105 + 8528 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (IME) e

*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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragdo

alcaloidica de S. pseudoquina

—— H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL fragdo alcaloidica S. pseudoquina
7 H. pylori + 50 pg/mL fragdo alcaloidica S. pseudoquina
70 4 —— H. pylori + 5 ng/mL fragdo alcaloidica S. pseudoquina
linha de base

QL (mV)

* Tempo (minutos)

Adicdo da fracio

Fracdo AQL para IME'  AQL para ICE? Reduciio na

(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)  '2°"F
100 52.6 1.82 x 10° £ 9028 18,7 >0,05(0,054)
50 49,9 1,86 x 105+ 9197 16,9 > 0,05 (0,06)

5 59,0 232 x 10+ 13159 0 > 0,05
controle 55,8 2,24 x10°+ 11082 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima 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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragio

intermediaria de S. pseudoquina

—— H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL fra¢do intermediaria S. pseudoquina
H. pylori + 50 ug/mL fragdo intermediaria S. pseudoquina

70 —— H. pylori + 5 ng/mL fragdo intermediaria S. pseudoquina
linha de base
60~
504
S 40
g
- 30+
O B
20 - /
10—.
0-’
0'1I0+2I0'3I0'4IO'5I0'6I0'7I0'8I0'9IO'
Tempo (minutos)
Fracao AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na valor-P
(ug/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 105 + 6928 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de fragdo
flavonoidica de S. pseudoquina

— H. pylori

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

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

70 linha de base
60—-
50
% 40-
3
20- T
10 /
=
0 0 20 30 40 S0 60 70 80 90
Tempo (minutos)
Fracao AQL para IME' AQL para ICE? Reduciio na valor-P
(ug/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 maxima de emissdo (IME) e

2integral da cinética de emissdo (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 pg/mL amentoflavona
H. pylori + 50 pg/mL amentoflavona

— H. pylori + 5 pg/mL amentoflavona

H. pylori + 1 pg/mL amentoflavona

linha de base

80

70+

QL (mV)

—T— T
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Adigéiio da

substincia

Substincia AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) 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 2,44x10°+£5173 5.4 > 0,05

controle 70,3 2,58 x 10° + 5482 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissdo (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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de catequina

——H. pylori

—— H. pylori + 100 pg/mL catequina
H. pylori + 50 pg/mL catequina

—— H. pylori + 5 pg/mL catequina

70 - H. pylori+ 1 pg/mL catequina
| linha de base
60 - /_/\»/\,\

QL (mV)

— T . . . . . .
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)
Adig¢do da

substincia

Substincia AQL para IME' AQL para ICE? Reducéo na

(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
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 2,37x 10°+£ 5173 0 >0,05
controle 58,3 2,23 x 10°+ 3363 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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

LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragcdes 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 ng/mL galato de metila
: H. pylori + 1 pg/mL galato de metila
704 linha de base
60+
501
S a0 |
E
3 30
20+
104
04
T T T T T T T T T T
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minutos)
Adicdo da

substincia

Substincia AQL para IME' AQL para ICE' Reduciio na

(ug/mL) (mV) (valor da integral) integral (%)  '2°"F
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 2,75 x 10° + 7764 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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
LPMNs/luminol/H. pylori com diferentes concentragdes de quercetina-3-
O-o-L-arabinopiranosio

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

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

70_- H. pylori + 1 ng/mL quercetina-3-O-o-L-arabinopiranosideo
linha de base

60

50 \_\
o ]

40
£
=2 ]
5 304

104

0
T T T T T T T T T T T T T

———T— 1
0 10 * 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)

Adiciio da

substincia

Substincia AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na

(ng/mL) (mV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 28,4 0,87 x 10°+ 1852 63,0 <0,05%
50 31,9 1,36 x 10° + 2893 421 <0,05%

5 52,7 2,14 x 10° + 4355 8,9 <0,05%
1 64,1 2,43x10°+ 5173 0 >0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -

Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissdo (IME) e

2integral 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
LPMNs/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 ug/mL quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo

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

H. pylori + 1 ng/mL quercetina-3-O-8-D-galactopiranosideo

linha de base

70+
60
504 \—\

40

QL (mV)

304 ~

20-: L//’f'/ﬁ\

10

—— T |
0 10 fZO 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (minutos)
Adigiio da
substincia

Substincia AQL para IME' AQL para ICE? Reducio na

(ug/mL) (mV) (valor da integral)  integral (%) valor-P
100 31,3 0,95 x 10° + 1852 59,6 <0,05%
50 352 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 x10°+ 5173 0 > 0,05
controle 63,9 2,35 x 10° + 4984 - -

Variagio da quimiluminescéncia (AQL) para 'intensidade maxima de emissio (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 concentragdes de quercetina

——H. pylori
—— H. pylori + 100 pg/mL quercetina
60 - H. pylori + 50 pg/mL quercetina
—— H. pylori + 5 pg/mL quercetina
H. pylori + 1 pg/mL quercetina
501 linha de base
40
>
E 304
=)
=
20
10
=4
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)

Adicio da

substancia

Substancia AQL para IME' AQL para ICE? Reduciio na

(ug/mL) (mYV) (valor da integral) integral (%) valor-P
100 36,1 0,13 x 10°+ 499 94,8 <0,05%
50 38,1 0,15x 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 maxima de emissio (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 utilizagdo de ratos para a obtencdo de neutréfilos é um procedimento amplamente
aceito e descrito na literatura cientifica, pois tais células sdo facilmente obtidas destes
animais, apds a inoculagdo de glicogénio de ostra, possibilitando o estudo das fungdes
imunoldgicas dessas células. Para isso, os animais foram sacrificados em camara de CO; e,
apds a morte, o peritonio dos mesmos foi exposto através da retirada da pele com auxilio de
pingas 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
incineragdo. O parecer (05/2008) do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara aprovando os experimentos com animais encontra-se anexado a seguir, sendo o

relatorio das atividades ja encaminhado ao Comité de Etica e Pesquisa.
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& UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA r:‘\
unesp ja JULIO DE MESGUITA FILHO™ ! |
CAmpus de Aaraquars 4

—

Protocolo CER/FCFI/CAr. n® 01/2008

Interessado: CIBELE BOMACORSI

Orientador: Profa. Dra. Maria Stella Gongalves Raddi

Projeto:  Afividade anti-Helicobacter pylori e potencial antioxidanie de
espécies vegetais do cerado do Estado de S&o Paulo

Parecer n® 06/2008 ~ Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, em sessfo
de 4 de margo de 2008, considerou o protocolo para uso de animais na
pesquisa: “Atividade anti-Helicobacter pylor e potencial antioxidante de
espécies vegetais do cerrado do Estado de S&o0 Paulo®, estruturado dentro
dos principios éticos na experimentacio animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal - COBEA, manifestando-se FAVORAVEL & sua
EXBCUCAD,

O relatdrio final do protocolo de pesquisa, com no maximo trés
folhas (espago 1,5 e letra 12) deverd ser eniregue em junho de 2008,

Araraquara, 5 de margo de 2008.

Coordenadora do CEP
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