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A primeira etapa deste trabalho, caracterizacdo e controle de qualidade do material vegetal,
produc&o e partigdo dos extratos, foi realizada no Laboratdrio de Biologia Farmacéutica — Palafito, bloco
K80 sala 12, bloco T22. Os ensaios de avaliacdo anti-H. pylori foram realizados no Laboratério de
Triagem Bioldgica de Produtos Naturais, Departamento de Farmécia, sala 7, na Universidade Federal
do Espirito Santo (Profa. Dra. Rita de Cassia Ribeiro Gongalves). As analises da atividade antioxidante
foram realizadas no laboratoério Palafito, utilizando para leitura equipamentos do Laborat6rio Inovacéo
Tecnoldgicas no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos (Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura). As
analises de massas foram realizadas utilizando equipamentos do Complexo de Centrais de Apoio a

Pesquisa (Comcap), da Universidade Estadual de Maringa.
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RESUMO

DE PAULA, M.N. 2018. Estudo bioguiado de extratos de folhas de Maytenus ilicifolia frente
Helicobacter pylori. Dissertagdo de mestrado, Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual de Maringa. 83 p.

Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek, ¢ membro da familia Celastraceae, conhecida popularmente como
espinheira santa, cancorosa, espinheira de deus, espinheira divina, quebrachilho, salva vidas, entre
outros. No Brasil é muito utilizada para tratamento de Ulceras géstricas, no entanto em comunidades
indigenas e rurais € utilizada por apresentar propriedades analgésica, antitumoral, afrodisiaca,
antiespasmodica, contraceptiva, antiulcerogénica, diurética e cicatrizante. Este trabalho teve como
objetivo realizar a avaliagdo da qualidade da matéria prima vegetal, utilizando metodologias
estabelecidas, com posterior preparo de extratos brutos e fracdes e avaliacdo de sua atividade frente
Helicobacter pylori e antioxidante. Foram produzidos cinco extratos utilizando como liquido extrator
em proporc¢do v/v: dgua (EB 1); etanol: 4gua 50:50 (EB 2); etanol: dgua 70:30 (EB 3); etanol: agua 96:4
(EB 4) e acetona: 4gua 7:3 (EB 5). Cada extrato foi particionado com acetato de etila e n-butanol,
resultando em: cinco fragdes aquosas (FAQ 1-5); cinco fragOes acetato de etila (FAE 1-5) e cinco fracdes
n-butandlica (FnB 1-5). Cada extrato e fracdo foi testado quanto sua capacidade antioxidante e sua
atividade anti-H. pylori. O extrato que apresentou maior rendimento foi o EB 2 com 24,35% e
concentracdo de epicatequina de 15,54 mg/g extrato. A melhor atividade anti-H. pylori foi observada no
EB 5, FAE 2, FAE 5 e FnB 5, sendo que as CIM estavam entre 64-128 pg/mL. A maior taxa de inibigéo
da enzima urease foi observada na FAE 2, FAE 5, FnB 2 e FnB 5 e esteve entre 37,27-47,08%. Para o
ensaio de DPPH (ICsp) os resultados variaram entre 14,51-98,35 pg/mL, sendo que o melhor resultado
foi da FAE 4. Para o ensaio de FRAP os resultados dados em TEAC foram semelhantes, variando de
0,77-5,40 mM de trolox/g de extrato, sendo o melhor resultado da FAE 2. Pela analise dos extratos por
espectrometria de massas foi possivel determinar a presenca de compostos fendlicos como
(epi)catequina, procianidinas B1 e B2 e flavonoides glicosilados. Assim foi possivel a identificagdo de
alguns compostos presentes nas folhas de M. ilicifolia, atestar a capacidade antioxidante de alguns

extratos, bem como a atividade anti-H. pylori.

Palavras chave: Maytenus ilicifolia, espinheira santa, Helicobacter pylori, capacidade antioxidante,

taninos condensados, flavonoides glicosilados.



ABSTRACT

DE PAULA, M.N. 2018. A bioguided study of leaf extracts of Maytenus ilicifolia against Helicobacter
pylori. Master’s Dissertation, Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, State University of
Maringa. 83 p.

Maytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek, is a member of the Celastraceae family, popularly known as
espinheira santa, cancorosa, espinheira de deus, espinheira divina, quebrachilho, salva vidas, among
others. In Brazil it is widely used for the treatment of gastric ulcers, however in indigenous and rural
communities it is used for its analgesic, antitumor, aphrodisiac, antispasmodic, contraceptive,
antiulcerogenic, diuretic and healing properties. The objective of this work was to evaluate the quality
of the vegetal raw material, using established methodologies, with subsequent preparation of crude
extracts and fractions and evaluation of its activity against Helicobacter pylori and antioxidant capacity.
Five extracts were produced using v/v proportion: water (EB 1); ethanol: water 50:50 (EB 2); ethanol:
water 70:30 (EB 3); ethanol: water 96: 4 (EB 4) and acetone: water 7: 3 (EB 5). Each extract was
partitioned with ethyl acetate and n-butanol, resulting in: five aqueous fractions (FAQ 1-5); five ethyl
acetate fractions (FAE 1-5) and five n-butanolic fractions (FnB 1-5). Each extract and fraction were
tested for its antioxidant capacity and anti-H. pylori activity. The extract with the highest yield was EB
2 with 24.35% and epicatechin concentration of 15.54 mg/g extract. The best anti-H. pylori activity was
observed in EB 5, FAE 2, FAE 5 and FnB 5, with MICs being between 64-128 pug/mL. The highest
inhibition rate of the urease enzyme was observed in FAE 2, FAE 5, FnB 2 and FnB 5 and was between
37.27 - 47.08%. For the DPPH assay (I1Cso) the results ranged from 14.51 - 98.35 pg/mL, the best result
being from FAE 4. For the FRAP assay the results given in TEAC were similar, ranging from 0.77 -
5.40 mM trolox/g extract, being the best result of FAE 2. The extracts analysis by mass spectrometry
allowed to determine the presence of of phenolic compounds as (epi)catechin, procyanidins B1 and B2,
and glycosylated flavonoids. So, it was possible to identify some compounds present in the leaves of M.

ilicifolia, attest to the antioxidant capacity of some extracts as well as the anti-H. pylori activity.

Keywords: Maytenus ilicifolia, espinheira santa, Helicobacter pylori, antioxidant capacity, condensed

tannins, glycosylated flavonoids.
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Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. a) Aspecto do ramo com flores; b) e ¢)
Variagdes na morfologia foliar de um mesmo individuo (Carvalho-Okano,
1992).

Substéncias isoladas das folhas de Maytenus ilicifolia. Epicatequina (A);
epigalocatequina (B); catequina (C); epicatequina-(4p—=8)-catequina (D)
e epicatequina-(4p—8)- epicatequina (E).

Estrutura quimica dos acidos galico (A) e elagico (B).

Tanino hidrolisavel com um poliol central: p-1,2,3,4,5-pentagaloil-D-
glicose.

Estrutura de um tanino condensado. A) epicatequina; B) procianidina B1.

Coleta do material vegetal — Maytenus ilicifolia, Marialva, PR. (Foto:
PAULA, M.N. 2016)

Perda de substancias volateis e/ou agua de folhas de Maytenus ilicifolia.
Folhas secas a 25 °C+3 por 8 dias, sem presenca de luminosidade, pesadas
diariamente.

Perfil cromatografico da FAE EB 2 (etanol: 4gua 50:50) modo positivo.
Condigdes cromatograficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250
mm de didmetro x 4,6 mm, 5um). Fase movel: dgua (acido formico 0,1%)
A e acetonitrila (&cido formico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25% B;
16 min 34% B; 20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min
18% B; vazédo 0,4 mL/min.

Perfil cromatografico da FAE EB 2 (etanol: agua 50:50) - modo negativo.
Condic¢des cromatograficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250
mm de didmetro x 4,6 mm, 5um). Fase movel: dgua (acido férmico 0,1%)
A e acetonitrila (acido formico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25% B;
16 min 34% B; 20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min
18% B; vazdo 0,4 mL/min.

Perfil cromatografico da FnB EB 5 (acetona: &gua 7:3, v/v) - modo
positivo. Condigdes cromatogréaficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-
18 (250 mm de diametro x 4,6 mm, 5um). Fase mdvel: agua (acido
formico 0,1%) A e acetonitrila (acido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B;
13 min 25% B; 16 min 34% B; 20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min
18% B; 28 min 18% B; vazdo 0,4 mL/min.

Perfil cromatografico da FnB EB 5 (acetona: agua 7:3, v/v) - modo
negativo. CondigOes cromatograficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-
18 (250 mm de didametro x 4,6 mm, 5um). Fase modvel: agua (&cido
formico 0,1%) A e acetonitrila (acido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B;
13 min 25% B; 16 min 34% B; 20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min
18% B; 28 min 18% B; vazdo 0,4 mL/min.
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Lista de Tabelas

Gradiente de elui¢do utilizado na separacdo dos constituintes dos extratos.

Rendimento e concentracao de epicatequina por CLAE dos extratos brutos
de folhas de Maytenus ilicifolia. EB 1 (extrato bruto aquoso), EB 2
(extrato bruto etanol: 4gua 50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: &gua 70:30),
EB 4 (extrato bruto etanol: agua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: agua
7:3).

Rendimento das fragdes obtidas a partir dos 5 extratos brutos de Maytenus
ilicifolia (EB 1 (extrato bruto aquoso), EB 2 (extrato bruto etanol: agua
50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: 4gua 70:30), EB 4 (extrato bruto etanol:
agua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: 4gua 7:3)).

Resultados da atividade anti-H. pylori (CIMsg) dos extratos e fragcdes semi
purificadas de Maytenus ilicifolia. EB 1 (extrato bruto aquoso), EB 2
(extrato bruto etanol: agua 50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: agua 70:30),
EB 4 (extrato bruto etanol: 4gua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: 4gua
7:3).

Resultados da inibicdo da enzima urease dos extratos e fragdes semi
purificadas de Maytenus ilicifolia. EB 1 (extrato bruto aquoso), EB 2
(extrato bruto etanol: agua 50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: agua 70:30),
EB 4 (extrato bruto etanol: agua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: agua
7:3).

Capacidade antioxidante para o método de DPPH de extratos e fracdes
semi purificadas de Maytenus ilicifolia. EB 2 (extrato bruto etanol: 4gua
50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: 4gua 70:30), EB 4 (extrato bruto etanol:
agua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: dgua 7:3).

Capacidade antioxidante para o método de FRAP de extratos e fracdes
semi purificadas de Maytenus ilicifolia. EB 2 (extrato bruto etanol: dgua
50:50), EB 3 (extrato bruto etanol: 4gua 70:30), EB 4 (extrato bruto etanol:
agua 96:4) e EB 5 (extrato bruto acetona: dgua 7:3).

Identificacdo dos compostos da FAE EB 2 (etanol: &gua 50:50, v/v)
detectados por UHPLC-HRMS — modo positivo

Identificacdo dos compostos da FAE EB 2 (etanol: &gua 50:50, v/v)
detectados por UHPLC-HRMS — modo negativo

Identificacdo dos compostos da FnB EB 5 (acetona: &gua 7:3, v/v)
detectados por UHPLC-HRMS — modo positivo

Identificacdo dos compostos da FnB EB 5 (acetona: agua 7:3, v/v)
detectados por UHPLC-HRMS — modo negativo

Lista de Fluxogramas

Fluxograma 1l Preparacdo de extratos e fracfes semi purificadas de folhas de

Maytenus ilicifolia.

Fluxograma 2  Visdo geral do trabalho realizado, com rendimentos do extrato e

fragdes.
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Abs — Absorvéancia

ABTS - (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))
CIM - Concentragdo Minima Inibitoria

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLSI — Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
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DPPH - 2,2-difenil-1-picridrazila

DVP - Droga vegetal pulverizada

EB - Extrato Bruto

EB 1 — Extrato Bruto produzido com agua destilada

EB 2 — Extrato Bruto produzido com etanol: agua 50:50

EB 3 — Extrato Bruto produzido com etanol: agua 70:30

EB 4 — Extrato Bruto produzido com etanol: dgua 96:4

EB 5 — Extrato Bruto produzido com acetona: agua 7:3
FAE — Fracdo Acetato de Etila

FAQ — Fragéo Aquosa

FD - Fator de Diluicdo

FnB - Frag&o n-butanolica

FRAP — Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro

ICso — Concentragéo Inibitoria Méaxima para Inibir 50%

m/v — Massa/volume

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

p/v — Peso/volume

PT — Polifendis totais

RENAME - Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
SPE - Cartucho de extracdo em Fase Sélida

TE — Teor de Extrativos

UHPLC-HRMS - Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
UV/Vis — Luz ultravioleta/visivel

v/v — VVolume/volume
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1 Introducéo

Uma das formas mais antigas da pratica medicinal é a utilizagdo de plantas, para tratar, curar e
prevenir doencas. Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), as populagdes de paises em
desenvolvimento ainda necessitam da medicina tradicional, sendo plantas medicinais e ervas medicinais
para atencdo primaria (WHO, 1998; Brasil, 2006).

Desde a existéncias de seres vivos, 0 ser humano tem usado a natureza para suprir suas
necessidades mais basicas, desde alimentacdo até cuidados com a salde. Sendo assim as plantas tém
formado a base dos tradicionais sistemas médicos, desempenhando até hoje um papel essencial no
sistema de saude de diversas culturas, sendo que em 1985 a OMS estimou que aproximadamente 65%
da populacdo mundial utilizava plantas ou seus derivados no cuidado primario a saude. Atualmente é
necessario com urgéncia novos farmacos para tratar doencas como cancer, HIV, doencas infecciosas,
para isso € preciso uma exploracdo vigorosa dos recursos que estdo disponiveis, e as plantas sdo
claramente de vital importancia nessa busca. Apesar da diversidade de produtos naturais existente uma
pequena quantidade foi estudada, sendo estimado que apenas 6% das espécies de plantas superiores
foram estudadas sistematicamente, e 15% do ponto de vista fotoquimico (Farnsworth et al., 1985;
Fabricant e Farnsworth, 2001; Raskin et al., 2002; Cragg e Newman, 2013).

Um dos principais recursos para a descoberta de novos farmacos a partir de plantas medicinais
¢ a existéncia de informacdes etnofarmacolégicas, que podem fornecer subsidio para sugestdo dos
compostos terapeuticamente eficazes (Atanasov et al., 2015).

Quando estudam as plantas temos que ter em mente a biodiversidade existente no mundo. Estdo
registradas mais de um milhdo de nomes e aproximadamente 350 mil espécies aceitas, sendo o grupo
das angiospermas o que apresenta maior riqueza. O Brasil é 0 pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, sendo estimada uma biota de 170 a 210 mil espécies, cerca de 13% da riqueza
mundial. E reconhecida a ocorréncia de 34.916 espécies, sendo 19.187 endémicas do Brasil. As
angiospermas apresentam cerca de 32 mil espécies, sendo que 19 mil (57%) crescem exclusivamente
em territorio brasileiro (Stehmann e Sobral, 2017).

A procura por drogas vegetais como recurso terapéutico tem aumentado nos Gltimos anos. Os
possiveis fatores que tem motivado essa procura sdo: a insatisfagdo com os resultados obtidos em
tratamentos com a medicina convencional; os efeitos adversos e prejuizos causados pelo uso abusivo
e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos; a falta de acesso aos medicamentos e a medicina
institucionalizada, a consciéncia ecoldgica e a crenga popular de que o natural é inofensivo (Rates,
2001).

Maciel et al. (2002) observaram que ainda hoje nas regides mais pobres do pais, e também nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares

e encontradas em quintais residenciais. As observacdes populares sobre o0 uso e a eficacia de plantas
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medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacéo dos beneficios terapéuticos dos vegetais,
prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus
constituintes quimicos conhecidos. Veiga Junior e colaboradores apontaram que no Brasil as plantas
medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao de suas propriedades
farmacoldgicas (Veiga Junior et al., 2005).

Depois da década de 1980 diversas portarias, resolucdes e relatérios foram criados a fim de
fortalecer a implementaco da Fitoterapia no Sistema Unico de Saude, o qual possui hoje uma relacéo
de fitoterapicos ofertados pelo sistema.

Visando proporcionar melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira, em 2006, foi
instituida, por meio do decreto n®5.813 a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Brasil,
2006). O objetivo principal deste decreto foi “garantir a populagéo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da indUstria nacional” por meio de diversas a¢des. Dentre elas
tem-se: “a ampliacdo das opcGes terapéuticas aos usuarios, com garantia de acesso a plantas medicinais,
fitoterapicos e servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficicia e qualidade, na perspectiva
daintegralidade da atencdo a salde, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais”.

Em 2009 foi publicada pelo Ministério da Salde a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), contendo plantas medicinais potenciais para geracdo de produtos de
interesse ao SUS. Essa relagéo tem por finalidade orientar estudos e pesquisas que possam fundamentar
a elaboragdo de um conjunto de plantas e fitoterapicos que possam ser usados pela populag&o sem risco
a saude (Brasil, 2017a).

Em 2012 alguns medicamentos fitoterapicos foram incluidos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME). Atualmente sdo 12 medicamentos fitoterapicos, dentre as
espécies presentes encontra-se a Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, que € indicada como coadjuvante
no tratamento de gastrite e Glcera gastroduodenal e sintomas de dispepsia (Brasil, 2017b).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas substancias
utilizadas diretamente como agentes medicinais, e elas fornecem modelos para modificaces estruturais
e otimizacdo das propriedades farmacoldgicas e bioquimicas. Nos ultimos anos, no entanto, a
importancia dos organismos vegetais como fontes produtivas de substancias anticancerigenas,
antimicrobianas e outras atividades bioldgicas reativaram interesses sociais e econdmicos (Braz Filho,
2010).

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae) é uma planta nativa da floresta tropical
Atlantica. No Brasil essa espécie é encontrada predominantemente na regido sul, no interior de matas
nativas e ciliares, sendo encontrada também nos paises vizinhos Paraguai, Uruguai e Argentina
(Carvalho-Okano, 1992; Magalhdes, 2002). E conhecida popularmente por “espinheira-santa”,

“cancerosa” e também “cancorosa-de-sete-espinhos”, entre outros (Jorge et al., 2004).
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Comunidades indigenas e rurais presentes nas areas de ocorréncia da espécie fazem o uso
medicinal da planta como analgésica, antitlcera, antitumor, afrodisiaca, antiespasmadica, contraceptiva,
antiulcerogénica, diurética e cicatrizante. Mesmo tendo seu uso ja consagrado foi somente a partir de
1988 que as propriedades medicinais de M. ilicifolia foram comprovadas no tratamento de disturbios
gastrointestinais, especialmente gastrite e Ulceras. E assim a partir de 2009, foi incluida na Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (Mossi et al., 2009; Mazza et
al., 2011).

Por meio da extracdo das folhas de M. ilicifolia com alta presséo de CO, (Fluido Super Critico)
foram separados diferentes compostos como acetato de geranila, fitol, acido dodecandico, esqualeno,
vitamina E e estigmasterol e triterpenos (Mossi et al., 2004).

Diversos estudos demonstraram a ocorréncia de esteroides, triterpenos, taninos condensados e
flavonoides, o que auxilia na justificativa do uso de algumas espécies de Maytenus como droga anti-
inflamatoria e antiulcerogénica (Queiroga et al., 2000; Jorge et al., 2004; Estevam et al., 2009). A
presenca de taninos explica sua atividade antioxidante, através da captura de radicais livres, e também
pode se dar pela acdo quelante, evitando a oxidacao e formacdo de radicais livres (Ho et al., 1992; Melo
et al., 2001; Pessuto et al., 2009).

Em estudos realizados por Annuk e colaboradores (1999) foi demonstrado que 0s taninos
derivados do &cido galico tém capacidade de agir na parede celular de bactérias tendo assim constatada
sua agdo antimicrobiana. Mabe e colaboradores (1999) demonstraram que catequinas apresentam acao
antimicrobiana contra Helicobacter pylori, além disso, podem apresentar efeito terapéutico frente as
lesBes da mucosa gastrica induzida pela bactéria.

Helicobacter pylori tem sido associada a doengas como Ulcera géstrica e carcinoma gastrico, a
segunda causa mais comum de cancer no mundo, sendo considerada um carcinégeno humano. Juntos a
Ulcera péptica e o cancer géstrico causam aproximadamente um milhdo de mortes por ano em todo o
mundo. A infeccdo por esta bactéria estima-se pode ocorrer em mais da metade da populagdo mundial,
sendo responsavel por mais de 75% de todos os casos de cancer gastrico (Parkin, 2004; De Martel et al.,
2012; Eusebi et al., 2014; Peleteiro et al., 2014).

Assim, estudos com esta espécie vegetal podem contribuir para o estabelecimento e ampliacéo
do uso correto, além de motivar o uso racional de plantas com atividade terapéutica como a espinheira-
santa, aléem de ser uma alternativa para o tratamento da infec¢do causada pela bactéria H. pylori.
Levando em consideracgdo a atividade ja comprovada da M. ilicifolia em Glceras géastricas e sua relacéo
direta com a infeccdo por H. pylori foi realizada a avaliacdo da atividade antimicrobiana de diversos
extratos de M. ilicifolia frente a bactéria H. pylori pelo teste de microdiluicdo e a avaliacdo da capacidade
desses extratos inibirem a enzima urease.

Dessa forma, este trabalho propds a preparacdo de diferentes extratos, e obtencdo de suas

fracOes, para avaliacdo da atividade anti-H. pylori e antioxidante, bem como a purificacdo desses
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extratos por meio de métodos cromatograficos para a caracterizacdo de substancias com potencial

atividade.



20

2 Revisdo Bibliogréfica

2.1 Sisteméatica Vegetal

2.1.1 Familia Celastraceae R. Br.

A familia Celastraceae é constituida de 87 géneros incluindo 3940 espécies distribuidas nas
regides tropical e subtropical. Dentre estas espécies 1168 sdo aceitas, e 1431 sdo sinonimias (List, 2017).
No Brasil encontram-se 19 géneros e 141 espécies aceitas (Brasil, F. D., 2017).

As plantas que constituem o género apresentam porte lenhosos, arbustivos ou arbdreas com
folhas inteiras, sendo sua disposi¢do alterna ou oposta, sem estipulas, podendo se apresentar sem folhas.
Quando presentes, as flores sdo pequenas em geral pentdmeras ou tetrameras, diclamideas,
hermafroditas ou unissexuais, de simetria radial. Fruto seco, capsular ou baciforme (Joly, 1998).

A familia Celastraceae encontra-se presente predominantemente em regifes tropicais e
subtropicais, mas estende-se moderadamente para regides temperadas. Elas crescem em uma grande
variedade de habitats, incluindo floresta, floresta tropical, pastagem, dunas costeiras e areas muito secas
(Heywood et al., 2011).

Os géneros da familia Celastraceae sdo muito diversificados, os tdxons com a maioria das
espécies sdo: Maytenus com 225, distribuidas na regido tropical e subtropical; Salacia com 200 espécies;
Euonomynus apresentando 176 espécies, distribuidas na regido do Himalaia, China e Japéao;
Hippocratea contendo 120 espécies espalhadas pela regido tropical, América do Sul, México e Sul dos
Estados Unidos (Mufioz et al., 1996).

Souza e Lorenzi (2005) afirmam que “o interesse econdmico das Celastraceae se concentra no
uso de algumas espécies como medicinais ou ornamentais, sendo 0s principais representantes a
espinheira-santa (Maytenus spp.) e o evénimo (Euonymus japonicus Thunb.), respectivamente”. Ha
quem faca o uso de folhas e galhos de Catha edulis (\Vahl) Endl. mastigadas ou preparadas como cha
devido sua propriedade estimulante. A maior concentracdo das substancias ativas dessa espécie pode ser
encontrada nas folhas e galhos jovens. Espécies de Elaeodendron Jacg., Euonymus L., Gymnosporia
(Wight & Arn.) Benth. & Hook. f., Hippocratea L., Maytenus Juss. e Salacia L. s&o utilizadas para
producdo de extratos usados na medicina tradicional (Simmons, 2004).

De acordo com Furlan (1985, apud OKANO, 1992) 21 espécies haviam sido quimicamente
estudadas, sendo apenas seis componentes da flora brasileira. Dentre todos os géneros da familia, quatro
sdo os representantes brasileiros: Maytenus, Goupia Reiss., Austroplenkia Lund. e Fraunhofera Mart.
(Carvalho-Okano, 1992).

Todos 0os membros da familia Celastraceae apresentam em suas folhas e cascas o acimulo de
dulcitol, esta caracteristica pode ser considerada uma caracteristica bioquimica marcante da familia. Os

dois alcaloides, (L(S)-(-)-alfa-aminopropiofenona (catinona) e d-norpseudoefedrina (catina)), sdo
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encontrados em folhas jovens e galhos de C. edulis. Esses compostos atuam como estimulantes do
sistema nervoso central, semelhante as anfetaminas. Dos géneros Gymnosporia, Maytenus e Putterlickia
Endl., foram isolados maitansina e maiteina que demonstraram atividade inibitéria em células tumorais

e foram investigadas em ensaios clinicos (Simmons, 2004).

2.1.2 Género Maytenus

O género Maytenus foi descrito pela primeira vez em 1725 por Feullée sob 0 nome de Mayten
(Carvalho-Okano, 1992). Foi somente em 1782 que Molina estabeleceu o género Maytenus baseando-
se na espécie Maytenus boaria Molina, do Chile (Molina, 1951 apud Louteig; O'Donell, 1955 apud
Carvalho-Okano, 1992).

Em 1841 Martius descreveu para a flora brasileira oito espécies de Maytenus: M. brasiliensis
Mart., M. macrophylla Mart., M. nitida Mart., M. obtusifolia Mart., M. aquifolium Mart., M. rigida
Mart., M. dasyclados Mart. e M. gonoclada Mart. (Carvalho-Okano, 1992).

Foi publicado um estudo global sobre a taxonomia do género Maytenus no Brasil por Reissek
(1861) fornecendo descri¢cdes detalhadas sobre o género e 51 espécies; apresentou ainda as espécies
reunidas em grupos e subgrupos, baseando-se em caracteristicas foliares (Carvalho-Okano, 1992).

Okano (1992) afirma que “a autoria do género é atribuida a diferentes autores”, mas “de acordo
com o Index Genericorum, Molina é considerado o autor do género. [...] De acordo com o Artigo 47 do
Cadigo Internacional da Nomenclatura Botéanica a citacdo do nome genérico € Maytenus Mol. Emend.
Mol.”.

O género Maytenus é composto por arvores, subarbustos e arbustos, cujas folhas séo alternadas,
inteiras ou serrilhadas. Sdo 446 espécies sendo 162 espécies aceitas e 88 sindnimos (List, 2017). Esse
género é encontrado nas regides tropicais e subtropicais em florestas Umidas ou matas secas (Simmons,
2004).

No Brasil atualmente sdo aceitas 49 espécies, sendo 31 endémicas e 31 sinonimias. No Brasil o
género Maytenus esté presente nos dominios fitogeograficos: Floresta Amazénica, Caatinga, Cerrado
Central, Mata Atlantica e Pampa. Sua ocorréncia foi confirmada em estados de todas as regides do Brasil
(Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul) (Brasil, F. D., 2017).

2.1.3 Caracteristicas do Género Maytenus

No género Maytenus sdo encontrados representantes arbéreos, arbustivos e subarbustivos com
porte variando entre 1,5-8 metros, e arvores que podem chegar até 20 metros (Pessuto, 2006).

Os ramos séo eretos, raramente escandente, glabros, raramente pubescente. As folhas séo
alternadas, inteiras ou serrilhadas. Inflorescéncia axilar, fasciculada, cimosa ou menos frequente

racemosa, ou flores isoladas. Flores bissexuadas ou unissexuadas, raramente poligamas ou dioicas; disco
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bem desenvolvido, de consisténcia carnosa. Anteras longitudinalmente deiscentes, voltadas para dentro.
Ovérios 2-3 locular, 6vulos eretos, 1-2 por I6culo. Capsula esférica ou ovoide, coridcea, loculicida; de
1-6 sementes elipsoides ou ovoides, albuminosa, com arilo basal envolvendo a semente (Simmons,
2004).

As formas e dimensfes das laminas foliares podem ser variadas, desde suborbiculares até
cordadas, ovais, obovais, elipticas, estreitamente elipticas e oblongas. Sendo que na maioria das espécies
a lamina se apresenta plana (Pessuto, 2006).

2.1.4 Caracteristicas da Espécie Maytenus ilicifolia

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. € conhecida no Brasil popularmente como cancorosa,
congorca, erva-cancerosa, espinheira de deus, espinheira divina, quebrachilho, salva vidas, sombra de
touro e espinheira santa (Longhi, 1995). Esta espécie apresenta como sinénimos Celestrus spinifolius
Larrafiaga, M. aquifolium Mart., M. hasseleri Brig., M. pilcomayensis Briq (List, 2017).

Okano (1992) descreveu a espécie como um subarbusto ou arvore, com altura de cerca de 5 m.
Os ramos novos glabros angulosos, tetra ou multicarenados. Folhas congestas, coriaceas, glabras;
peciolo com 0,2-0,5 cm de comprimento; estipulas inconspicuas; limbo com 2,2-8,9 cm de comprimento
e 1,1-3,0 cm de largura; nervuras proeminentes na face abaxial; forma eliptica ou estreitamente eliptica;
base aguda e obtusa; apice agudo a obtuso, mucronado ou aristado; margem inteira ou com espinhos em
nimero de um a varios, distribuidos regular e irregularmente no bordo, geralmente concentrados na
metade apical de um ou de ambos os semilimbos (Figura 1). Inflorescéncias em fasciculos multifloros.
Pedicelos florais com 0,2-0,5 cm de comprimento. Sépalas ovais, inteiras, com cerca de 0,22 cm de
comprimento e 0,2 cm de largura. Estames com filetes achatados na base. Estigma captado, séssil ou
com estilete distinto; ovario saliente ou totalmente imerso no disco carnoso. Fruto capsula bivalvar,
orbicular; pericarpo maduro de coloracdo vermelho alaranjada (Carvalho-Okano, 1992).

Sua ocorréncia € constatada nos trés estados da regido sul do pais (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul), nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul da regido centro-oeste e no estado
de S&o Paulo na regido sudeste. O dominio fitogeografico predominante nessas regides é o cerrado, mata
atlantica e pampa (Brasil, F. D., 2017).

M. ilicifolia € mais encontrada no interior de matas nativas e em matas ciliares, devido sua
preferéncia por solos argilosos, bem drenados e com alto teor de matéria organica (>2%) (Magalhaes,
2002).
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Figura 1. Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. a) Aspecto do ramo com flores; b) e ¢) Variacdes na morfologia
foliar de um mesmo individuo (Carvalho-Okano, 1992).

2.2 Aspectos quimicos do Género Maytenus

Monache et al. (1976) isolaram ouratea-proantocianidinas A e B, e 4-O-metil-(-)-
epigalocatequina do extrato metandlico das cascas de raizes da M. rigida. Corsino et al. (1998) isolaram
dois alcaloides sesquiterpénicos piridinicos a partir do extrato metandlico de cascas das raizes de M.
aquifolium, a aquifoliulina E-I e E-11. Também foi isolado o seringaresinol, um derivado da lignina.

Chavez et al. (1999) isolaram os novos quinona nortriterpeno metileno, amazoguinona, (7S,8S)-
7-hidroxi-7,8-dihidro-tingenona e, os triterpenos norfendlicos 7,8-dihidro-6-oxo-tingenol, 23-nor-6-
oxo-tingenola 23-oxo-iso-tingenona, a partir de extrato n-hexano: etanol (1:1) de cascas da M.
amazonica Mart.

Kennedy et al. (2001) descreveram o isolamento de dez novos sesquiterpenos com esqueleto
dihidro-B-agarofurano, a partir do extrato n-hexano: etanol (1:1) de raizes de M. magellanica (Lam.)
Hook. f. e M. chubutensis (Speg.) Lourteig, O'Donell & Sleumer. Orabi et al. (2001) obtiveram a partir

do extrato etandlico das folhas de Maytenus heterophylla (Eckl. & Zeyh.) N. Robson um novo alcaloide
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dihidroagarofurano, 1-B-acetoxi-9-a-benzoiloxi-2-B,6a-dinicotinoiloxi-B-diidroagarofurano.  Além
disso, foram isoladas as substincias B-amirina, (-)-epicatequina e (-)-4'-O-metil-epigalocatequina a
partir do extrato etanélico de folhas de M. arbutifolia (Hochst. ex A. Rich.) R.Wilczek.

Schaneberg et al. (2001) examinaram o extrato etandlico da raiz de M. putterlickoides (Loes.)
Exell & Mendonga, obtendo dois novos alcaloides sesquiterpenos dihidroagarofunanos, puterina A e
puterina B, além da maiteina.

Nufiez et al. (2004) isolaram a partir do extrato etandlico das folhas de M. chiapensis Lundell
novos alcaloides sesquiterpenos piridinicos chiapeninos ES-1, ES-11, ES-111 e ES-I1V, além de outros 10
alcaloides ja conhecidos.

O trabalho de De Oliveira et al. (2006) destacou o isolamento do polimero natural 1,4-trans-
poli-isopreno, lupanos, oleanos, e ursano e triterpenos quinonametideos a partir de extrato hexanico de
raizes de M. acanthophylla Reissek.

Da Silva et al. (2008) isolaram pela primeira vez no género Maytenus, a partir do extrato
etandlico das raizes da espécie M. obtusifolia, N-metilflindersina, um alcaloide. Sua presenca é

interessante do ponto de vista biossintético, pois pode ser usada como um marcador quimiotaxonémico.

2.3 Aspectos quimicos da Espécie Maytenus ilicifolia

Itokawa et al. (1990) obtiveram através da purificagdo de um extrato metandlico das cascas de
M. ilicifolia novos dimeros triterpenos nomeados cangorosina A, atropcangorosina A,
dihidroatropcangorosina A e cangorosina B.

Outros dois novos triterpenos foram isolados por Itokawa et al. (1991) de extrato metandlico
das cascas das raizes de M. ilicifolia, cangoronina (&cido friedooleno-24-al-3-em-3-0l-2-on-29-0ico) e
ilicifolina (friedooleano-1-em-29-ol-3-ona). Além desses compostos foram isolados sete triterpenos
conhecidos, acido maitenoico, friedooleano-5-en-33,29-diol, friedooleano-29-ol-3-ona, pristimerina,
acido salasperimico, isopristimerina Il e isotingnona Ill.

Quatro novos triterpenoides foram isolados a partir do extrato metandlico das folhas de M.
ilicifolia e tiveram suas estruturas elucidadas por Ohsaki et al. (2004), que sdo as maitefolinas A-C e a
uvaol-3-cafeato, além de cinco triterpenoides ja conhecidos (betulin-3-cafeato, moradiol, eritrodiol e
eritrodiol-3-cafeato).

Pessuto et al. (2009) isolaram e identificaram cinco substancias a partir da fracdo acetato de
etila do extrato acetona: 4gua (7:3 v/v) das folhas pulverizadas de M. ilicifolia, que foram identificadas
como epicatequina, epigalocatequina, catequina, epicatequina-(4p—>8)-catequina, e epicatequina-
(4B—8)-epicatequina. Entretanto, as duas Ultimas ndo haviam sido isoladas das folhas de M. ilicifolia,

podendo ser aplicadas na validacdo de extratos em possiveis medicamentos fitoterapicos.
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2.4 Propriedades do Género

2.4.1 Atividade Farmacol6gica do Género Maytenus

Foram atribuidas propriedades anti-inflamatoria e antipirética a extratos metandélicos obtidos a
partir da parte aérea de M. boaria Molina, uma espécie que é comum nas areas rurais do Chile e da
Argentina (Mufioz et al., 1996).

Chavez et al. (1999) demonstraram que a quinonanortriterpeno metileno amazoquinona,
isoladas das cascas das raizes de M. amazonica, apresentou atividade antitumoral moderada contra
quatro linhagens de célula.

Kennedy et al. (2001) testaram 14 sesquiterpenos obtidos de extratos n-hexano: éter etilico (1:1)
de cascas de raizes da M. magellanica e M. chubutensis em uma linhagem de Leishmania tropica
multirresistente, a fim de determinar a sua capacidade para reverter o fenétipo de resisténcia e para
modular a acumulacdo intracelular de drogas, como resultado cinco compostos mostraram potente
atividade. Os compostos testados apresentaram um alto efeito de reversao do fenétipo de resisténcia.

Orabi et al. (2001) mostraram que o acido maitenfélico, obtido através do extrato etandlico de
folhas moidas de M. heterophylla, apresenta atividade antimicrobiana proeminente, inibindo o
crescimento de Staphylococcus aureus Rosenbach, Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula,
Candida albicans (Robin) Berkhout e Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill. com valores de CIM
de 12,5 pg/mL.

Bruni et al. (2006) investigaram o extrato hidroalcodlico da casca de M. krukovii A. C. Sm. por
sua agdo mutagénica protetora. O extrato apresentou efeito inibidor nas linhagens T98 e T100 contra a
atividade mutagénica do 2-aminoantraceno, porém nao foi protetor contra 0os mutagenos azida de sodio
e 2-nitrofluoreno. A agdo como antioxidante e captador de radicais foi dose dependente. Esse extrato se
mostrou eficiente ao inibir o crescimento do patégeno Pythyum ultimum Trow.

Dias et al. (2007) testaram a atividade do extrato etandlico de cascas do caule de M. rigida, suas
fragbes e compostos isolados, quanto a atividade antinociceptiva. Os autores demonstraram resultado
positivo quanto ao efeito antinociceptivo em ratos a partir do extrato, das fragdes e da 4'-O-metil-
epigalocatequina, o que justifica o uso analgésico tradicional dessa planta.

Crestani et al. (2009) testaram fra¢6es semi purificadas do infuso de folhas de M. ilicifolia em
ratos e demostraram que essas preparacdes apresentaram um efeito hipotensor potente, sendo um evento
predominantemente dependente do 6xido nitrico via guanilato ciclase.

Fernandez De La Torre et al. (2010) demonstraram que o extrato obtido a partir da maceracéo
das cascas de M. urquiolae Mory com n-hexano: éter etilico (1:1) apresentou atividade fungicida in vitro
contra o patégeno Curvularia clavata B.L. Jain, inibindo a germinacdo dos conideos.

Cansian et al. (2015) demonstraram que M. dasyclada Mart. tem atividade antioxidante,

expressos pelo 1Cso de DPPH, in vitro comparavel a de M. aquifolium mas inferior a M. ilicifolia.
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Também os extratos agquosos obtidos por infusdo de M. desyclada e M. aquifolium promoveram um

aumento no teor de carbonila, semelhante ao que ocorre na oxidacéo de proteinas.

2.4.2 Atividade Farmacoldgica da Espécie Maytenus ilicifolia

Souza-Formigoni et al. (1991) avaliaram o potencial antiulcerogénico de um extrato de agua
fervente de partes iguais de folhas de M. aquifolium e M. ilicifolia contra lesdes de Ulcera induzida em
ratos. A administragdo por via oral e intraperitoneal do extrato teve um efeito antiulcerogénico potente.
Demonstrou-se que o extrato provoca um aumento do volume e do pH do suco gastrico dos animais
podendo comparar o efeito ao obtido com a administracdo da cimetidina.

Vellosa et al. (2006) avaliaram o extrato bruto etandlico das cascas da raiz de M. ilicifolia e
concluiram que o mesmo apresenta potencial antioxidante baseado na capacidade de sequestrar radicais
livres, expresso pela média dos valores de ICso, que pode ser atribuida aos polifendis e flavonoides
presentes.

Pessuto et al. (2009) isolaram cinco substancias de interesse para a espécie M. ilicifolia, trés
mondmeros epicatequina, epigalocatequina e catequina, e duas procianidinas, epicatequina-(4p—38)-
catequina (procianidina B1) e epicatequina-(4p—8)-epicatequina (procianidina B2) (Figura 2 A-E). As
substancias isoladas da fragéo acetato de etila do extrato bruto acetona: agua (7:3 v/v) a 10% das folhas
desengorduradas de M. ilicifolia foram avaliadas frente ao método do radical DPPH. Os valores obtidos
pelo método em ICso demonstraram ter capacidade antioxidante, e que quanto maior o nimero de

hidroxilas fendlicas presentes na substancia, maior é a capacidade de sequestro de radicais livres.
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Figura 2. Substancias isoladas das folhas de Maytenus ilicifolia. Epicatequina (A); epigalocatequina (B);
catequina (C); epicatequina-(4p—38)-catequina (D) e epicatequina-(4p—8)- epicatequina (E).

Baggio et al. (2012) avaliaram o efeito protetor de arabinogalactanas tipo Il isoladas de folhas
de M. ilicifolia em modelos de hipersecrecdo gastrica, Ulcera e motilildade gastrointestinal. Os resutados
apontaram o potente efeito antiulcerogénico das araboinolactanas tipo Il, porém ndo apresentaram
atividade na secrecédo de acido, nem na motilidade gastrointestinal.

Gullo et al. (2012) avaliaram o espectro da atividade antifingica dos compostos maitenina e
pristimerina isoladas das cascas de raizes de M. ilicifolia. A maitenina apresentou o melhor espectro de
atividade antifungica e um indice de seletividade de 1.0 para todos os fungos testados. A pristimerina
também foi ativa e apresentou alto indice de seletividade para algumas espécies testadas.

Aradjo Junior et al. (2013) realizaram um estudo onde foram avaliados os efeitos apoptdticos
de um extrato seco de M. ilicifolia utilizando células hepatocelulares humanas, células de carcinoma
colorretal e queratindcitos normais os resultados do estudo demonstraram que o extrato foi capaz de
induzir apoptose em células cancerigenas.

Dos Santos et al. (2013) avaliaram a atividade leishmanicida e tripanomicida de dois triterpenos
guinonametideos, maitenina e pristimerina. Esses compostos foram isolados das cascas de raizes de M.
ilicifolia. Os compostos foram ativos contra Leishmania amazonensis Lainson & Shaw, Leishmania
chagasi Nicolle e Trypanossoma cruzi Chagas. Os triterpenos apresentaram atividade contra
promastigotas e amastigotas, com valores de inibi¢do (1Cso) menor que 0,88 nM.

Wonfor et al. (2017) investigaram as propriedades anti-inflamatérias de extratos das folhas de
M. ilicifolia em células epiteliais do intestino humano, pois essa linhagem celular apresenta uma

resposta inflamatdria mensuravel via receptor TLR-2, quando estimulada por um ligante bacteriano. O
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extrato foi capaz de subregular a expressao do TLR-2, sendo assim é possivel que o extrato seja capaz
de reduzir a expressdo proteica do TLR-2, e assim reduzir os sitios ativos de estimuala¢do. O extrato
foi capaz de suprimir a secre¢do de IL-8, sendo uma evidéncia do efeito anti-inflamatério da M.
ilicifolia.

Tabach et al. (2017a) realizaram estudos pré-clinico e clinico com o extrato aquoso das folhas
de M. ilicifolia a fim de determinar a dose maxima segura, j& que esta planta é muito utilizada na
medicina tradicional no Brasil por seu efeito antidispéptico. Foi constatada a seguranca do extrato até a
dose de 2000 mg/dia em voluntarios saudaveis. O extrato se mostrou muito promissor pois apresentou
atividade antidispéptica, reducdo da acidez, azia e nausea sem efeitos toxicos. A analise do figado, rins
e pancreas, assim como o nivel de colesterol, glicose, horménios e exame de urina, mostrou-se normal
mesmo depois de tratados com a dose mais alta. Os efeitos adversos reportados pelos pacientes foram
poucos e nenhum de natureza séria que nao impediram a continuacéo do tratamento.

Vieitez et al. (2018) avaliaram diferentes métodos de extracdo de algumas plantas que
apresentam atividade antioxidante j& comprovada e a atividade antimicrobiana de cada um desses
extratos. Entre as plantas testadas esta M. ilicifolia. Os extratos de espinheira-santa apresentaram o
melhor poder antimicrobiano, sendo muito efetivo frente Bacillus cereus Frankland & Frankland com
CIM de 0,036 a 0,54 pg/mL.

2.4.3 Toxicidade

Em pesquisa realizada por Oliveira et al. (1991) demonstrou-se que a espécie M. aquifolium e
M. ilicifolia ndo tem efeitos potenciais sobre a fertilidade de ratos fémeas e machos, sem efeitos
teratogénicos, nem malformagdes congénitas.

Oliveira et al. (1991) realizaram um amplo estudo farmacoldgico e toxicoldgico utilizando uma
mistura de M. ilicifolia e M. aquifolium em ratos e camundongos. Os testes realizados para avaliacdo de
efeitos agudos ndo apontaram diferenca significativa quanto a frequéncia urinaria, frequéncia de
defecacdo, pilo eregdo, atividade locomotora, tremores, convulsdes, tdnus muscular, ataxia, ptose
palpebral, perda de reflexos, excrecdo de lagrimas ou saliva, quando comparados ao controle. Foi
mostrado ainda que a administracdo via oral de extrato aquoso obtido por decoccdo de folhas de M.
ilicifolia e M. aquifolium néo causa efeitos na atividade de locomocdo do animal, porém quando
administrado intraperitoneal ha uma diminuicdo dessa atividade. Além desse efeito a administracdo por
essa via levou a um aumento no tempo do sono induzido por pentobarbital. Nas determinag6es da LDsg
concluiu-se que os extratos testados ndo apresentam efeitos toxicos.

Quanto aos efeitos crénicos dos extratos obtidos por decoccao da mistura folhas de M. ilicifolia
e M. aquifolium, Oliveira et al. (1991) mostraram que a administracdo do extrato levou a um aumento
significativo do peso dos animais, porém esse aumento também foi induzido pelo tratamento controle.

Os niveis de glicose ndo foram diferentes entre os grupos tratado e controle, nem a temperatura corporal
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na 2,6 e 8 semanas. Na quarta semana de tratamento houve uma reducéo significativa na temperatura
corporal, porém ndo foi observada nenhuma outra alteracéo fisioldgica. Quando analisado o soro dos
animais, ndo foi encontrada nenhuma alteracdo, quando comparado ao controle. N&do encontraram
alteragbes ap0s examinar o estbmago, esdfago, duodeno, intestino, figado, baco, rins, epididimo,
vesiculas seminais e testiculos dos ratos. E por fim os testes quanto a teratogenicidade demonstraram
gue 0s extratos de Maytenus ndo apresentam riscos.

Montanari e Bevilacqua (2002) avaliaram o efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de M.
ilicifolia em ratas em diferentes periodos de gestagdo. Concluiram que o extrato ndo foi embriotdxico e
ndo causou alteragdes morfoldgicas na mucosa uterina e ovarios, mas exibiu uma atividade estrogénica.
Outro resultado obtido foi a taxa reduzida de implantagdo de embrides, quando o extrato foi
administrado a ratas no inicio da gravidez, com a dose de 1000 mg/kg.

Camparoto et al. (2002) avaliaram o possivel efeito citotoxico e mutagénico de infuséo das
folhas de M. ilicifolia. Os testes foram realizados em células da ponta da raiz da cebola e em células da
medula dssea de rato. Para isso utilizaram duas concentracBes do extrato, uma semelhante a usada
popularmente e outra dez vezes mais alta, em ambas concentra¢fes 0 extrato ndo apresentou efeito
depressivo na mitose e ndo provocou alteracdes no nimero de cromossomaos.

Raymundo et al. (2012) mostraram através do estudo com extrato hidroalcodlico obtido por
maceracao das folhas de M. robusta Reissek, quando usados nas doses suficientes para ter o efeito
clinico desejado, apresenta um efeito genot6xico, porém nao clastogénico.

Tavares (2014) demonstrou através da avaliacdo de mutagenicidade que M. rigida ndo induz
danos cromossdmicos em eritrdcitos imaturos. O extrato etanélico da entrecasca do caule ndo apresentou
efeito clastogénico, nem propriedades antimutagénicas, porém mostrou citotoxicidade em
concentragdes de 500 e 750 mg/kg.

Cunha-Laura et al. (2014) estudaram o efeito da M. ilicifolia na reproducdo e no
desenvolvimento embrio-fetal em ratas Wistar, utilizando uma dose equivalente de extrato, obtido por
percolacdo das folhas com acetona: gua (7:3 v/v), a usada pela populagdo. A partir desse estudo foi
evidenciado que a exposi¢do a M. ilicifolia durante o periodo organogénico e periodo de gestacdo, nao
é toxico e ndo interfere no desenvolvimento embrio-fetal, nem com os pardmetros reprodutivos
maternos.

Cansian et al. (2015) analisaram os extratos das folhas de trés espécies de Maytenus (M.
ilicifolia, M. aquifolium e M. desyclada) a fim de avaliar a genotoxicidade das espécies, que tem sido
amplamente utilizada pela populacéo brasileira. O dano ao DNA foi analisado e os resultados mostraram
que as trés espécies tem um nivel de genotoxicidade baixo.

Tabach et al. (2017b) realizaram um estudo toxicolégico pré-clinico completo com extrato
aquoso das folhas de M. ilicifolia. O extrato testado ndo apresentou nenhum efeito toxico agudo nos
modelos testados. Nenhum pardmetro observado como frequéncia urinéria e de defecacéo, piloerecéo,

atividade locomotora, tremor, convulsdo, salivacdo e morte, apresentou alteracdo. Foi comprovado que
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0 extrato ndo induz alteragBes prejudiciais no ténus muscular nem na coordenagdo motora dos
camundongos. Além desses testes, 0s ensaios de toxicidade aguda, utilizando doses superiores a 5000
mg/kg ndo produziu morte durante os 7 dias em que o extrato foi administrado, sugerindo a baixa
toxicidade desse extrato.

Para os testes de toxicidade crénica foram utilizados ratos e camundongos, em nenhuma dos
grupos de animais foi observada alteragdo no peso depois de 90 dias de tratamento. A administracdo
cronica do extrato (90 dias) ndo alterou os parametros sericos biogquimicos, a série hematoldgica
vermelha e a branca, assim como as plaquetas. Nos exames anatomopatolégicos nao foi encontrada
nenhuma alteracdo nos 6rgaos examinados (Tabach et al., 2017b).

Quanto ao ciclo estral das ratas ndo foram observadas alteragdes nos varios parametros do ciclo
nas diferentes doses testadas depois de 60 dias de tratamento com o extrato, além disso os érgdos
analisados antomopatologicamente ndo apresentaram alteracdo macroscopica nem microscépica.
(Tabach et al., 2017Db).

Quanto a teratogenicidade, os extratos administrados ndo causaram alteragdes nos parametros
como nimero e duragdo da gravidez, bem como o nimero de filhotes, peso ou sinal externo de
malformacdo dos filhotes. Também ndo foram encontradas diferengcas em outros parametros como
abertura dos olhos e deambulacéo dos filhotes no dia 8 e 13 de vida. Ao testarem a dose maxima tolerada,
ndo encontraram sinais de toxicidade e nenhuma redugdo significativa de eritrocitos nos testes de
genotoxicidade e mutagenicidade (Tabach et al., 2017D).

Devido ao uso popular de M. ilicifolia Ecker et al. (2017) decidiram avaliar o efeito de uma
dose supraterapéutica do extrato etanélico e aquoso na fertilidade e estado neurocomportamental em
ratos machos e ratas prenhas. As altas doses dos extratos ndo induziram sinais de toxicidade nas ratas
prenhas nem nos ratos machos.

A administragdo dos extratos ndo alterou as funcionalidades do sistema vestibular e cerebelar
testadas. Os filhotes ndo sofreram nenhuma alteracdo com rela¢do ao ganho de peso, e ndo apresentaram
diferenca significativa quanto a apari¢do das caracteristicas somaticas externas. A administracdo dos
extratos as maes ndo acarretou anormalidades na arquitetura do hipocampo dos filhotes, morte neuronal
e alteracdo no peso do cérebro (Ecker et al., 2017).

Nos ratos machos foram realizadas analises de contagem de espermatozoide do epididimo,
motilidade e producdo diaria, bem como o nimero de espermaétides/testiculos apds o tratamento.
Concluiram que a administracdo do extrato ndo afetou a espermatogénese nem a funcdo epididimal em
ratos (Ecker et al., 2017).

2.5 Compostos fenolicos

Assim como todos 0s organismos vivos, 0s vegetais produzem, degradam e transformam diversos

produtos quimicos, sejam estes componentes relacionados diretamente & manutencdo da vida ou ndo.
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Estes compostos sdo divididos em dois grandes grupos, metabélitos primérios e secundarios (Santos e
Mello, 2007; Poser, 2017).

Os metabolitos primarios ou metabolitos basais sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento do ser vivo, sdo os lipideos, proteinas, glicideos. Estes metabolitos sdo destinados a
manutencao da vida e reproducdo. E é a partir desses compostos que os metabdlitos secundarios sao
produzidos, por meio das diferentes rotas biossintéticas. Os metabdlitos secundarios ou metabdlitos
especiais estdo envolvidos com os processos de relacdo do individuo com o meio ambiente, sendo
dispensaveis para o crescimento e desenvolvimento do individuo sozinho, porém necessarios quando
em ambientes complexos. Em geral apresentam uma estrutura complexa, baixo peso molecular e
atividades biologicas expressivas. Estes compostos garantem ao vegetal vantagens para sua
sobrevivéncia e também para perpetuacao da espécie (Poser e Mentz, 2007; Santos e Mello, 2007; Kreis
etal., 2017).

S&o muitos os fatores que afetam a producdo dos metabolitos secundarios como a sazonalidade e
0 ritmo circadiano, pois existem alguns metabdlitos que ndo sdo produzidos durante todo o ano, ou a
guantidade produzida é minima. A diferenca de producdo dos metab6litos também pode variar durante
o ciclo dia/noite. A idade e a época de desenvolvimento da planta, assim como 0s 6rgdos vegetais
utilizados podem influenciar a quantidade dos metabdlitos. A faixa de temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, altitute e poluicdo ambiental podem afetar
a disponibilidade de algumas classes de metabolitos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

M. ilicifolia € uma planta que apresenta uma composi¢do complexa, quanto aos seus compostos
quimicos presentes, dentre 0s quais estdo 0s terpenos, triterpenos, 6leos essenciais, taninos, glicolipideos
e os alcaloides (Santos-Oliveira et al., 2009).

Os compostos fendlicos compdem um dos mais numerosos e amplamente distribuidos grupos de
metabodlitos secundarios. Quimicamente sdo caracterizados como compostos que apresentam
caracteristica estrutural fendlica, podendo apresentar estruturas simples, como o &cido gélico (Figura
3A), ou estruturas altamente polimerizadas como dos taninos hidrolisaveis (Figura 4). Sdo oriundos de

duas possiveis vias metabolicas, do &cido chiquimico ou do acetato (Bravo, 1998; Tsao, 2010).
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Figura 3. Estrutura quimica dos acidos galico (A) e eldgico (B).
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O grupo dos compostos fendlicos é o que apresenta maior diversidade e ampla distribuicéo,
podendo ser encontrado em frutas, vegetais, graos, chas, chocolate e vinhos. E dividido em diversos
subgrupos, como flavonoides e taninos. Porém sua classificacao se d& de acordo com sua origem, fungéo

bioldgica e estrutura quimica (Tsao, 2010).

2.5.1 Propriedades Biol6gicas dos Compostos Fendlicos

As evidéncias cientificas tém sugerido que o consumo diario de alimentos e bebidas ricos em
polifendis induz um efeito positivo na salde humana, associada ao efeito protetor contra o
desenvolvimento de doencas crbnicas como doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas,
diabetes, osteoporose, inflamacéo e diversas formas de cancer (Fantini et al., 2015; Grootaert et al.,
2015; Chowdhury et al., 2016).

Naasani et al. (2003) avaliaram por meio de estudos em células tumorais in vitro e in vivo a
capacidade da epigalocatequina galato e de outros polifendis como epicatequina, quercetina, miricetina,
naringina, naringinina e biochanina A, de inibir as células tumorais associadas a enzima telomerase. E
todos os compostos testados se mostraram muito eficazes na inibicdo do cancer.

Sadik et al. (2003) demonstraram que 15-lipoxigenase-1 de mamiferos é inibida por flavonoides
de estrutura variada, e essa inibicdo pode contribuir para a atividade antioxidante conferida aos
flavonoides ingeridos na dieta.

Hussain et al. (2013) demonstraram que nanoparticulas poliméricas contendo hidroxitirosol, um
fenol com potente atividade antioxidante, e hidrocortisona, para o tratamento de dermatite atpica sdo
promissoras pois melhora a distribuicdo das substancias, e consequentemente as atividades anti-
inflamatdria e antioxidante.

Kubota et al. (2009) avaliaram o papel do resveratrol na inflamagdo ocular induzida por
endotoxina, e demonstraram que o resveratrol melhorou os pardmetros relacionados com a inflamacéo

como a resposta inflamatoria celular e molecular e danos oxidativos. Foi capaz de suprimir a adesdo dos
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leucdcitos nos vasos da retina além de reduzir significativamente os niveis de moléculas de adesdo
intercelular (ICAM)-1 e de mondcito quimiotatico (MCP), que desempenham papel no recrutamento e
na adesdo de leucdcitos.

Yang et al. (2013) indicaram que resinas contendo dimetacrilato de trietilenoglicol podem
induzir inflamacdo pulpar e periapical durante um periodo apdés o tratamento. Quando utilizada
epigalocatequina galato, esta demonstrou-se capaz de inibir a expressdo da COX-2 induzida pela resina
na polpa dentaria humana e nas células palatinas embrionarias humanas.

O composto metil-3-O-metil galato é um polifenol raramente encontrado em produtos naturais,
mas que pode ocorrer em pequenas quantidades em espécies vegetais como a Peltiphyllum peltatum
(Torr.) Engl.. Esse produto apresentou atividade antioxidante e efeito protetor cardiovascular in vitro,
Curti et al. (2014) demonstraram que a atividade antioxidante € resultado da restauracdo parcial das
enzimas antioxidantes, devido a inducéo da reducdo do micro RNA miR-17-3p e ao aumento de mRNA
responsavel por codificar as enzimas antioxidantes, que realizaram seus efeitos protetores em células
humanas.

A quercetina, um flavonoide amplamente distribuido em frutas, vegetais, chas e vinhos, é um
excepcional sequestrador de radicais livres, podendo reduzir a inflamacdo e protegendo células em
estresse oxidativo (D'Andrea, 2015).

A curcumina é um pigmento fendlico lipossolivel que apresenta diversas atividades ja
confirmadas, como anti-inflamatéria, antioxidante, redutora de gordura no sangue e antitumoral. Yu et
al. (2015) avaliaram os efeitos da curcumina em diferentes microRNAs de células de osteosarcoma
humano, a fim de identificar seus efeitos e seu mecanismo nas células. Puderam concluir que a
curcumina foi capaz de aumentar a expressdodo de hsa-mR-138, que inibiu a proliferacdo celular e a
capacidade invasiva dessas células por meio da inibi¢do dos seus genes alvo.

O resveratrol é um polifenol trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno, que pode ser encontrado em
diversas plantas, como uvas e amendoins. Sua atividade antiobesidade ja tem sido demonstrada, assim
Graciaet al. (2016) decidiram avaliar as alteragdes provocadas por esse polifenol no perfil de microRNA
no tecido adiposo branco, relacionando essas alteracfes ao metabolismo do triacilglicerol. Como
resultado deste estudo eles puderam demonstrar pela primeira vez que o resveratrol modifica o perfil de

microRNA no tecido adiposo branco, e que 0 miR-539-5p esta envolvido na inibicdo da lipogénese.
2.6 Taninos
O termo taninos foi usado pela primeira vez por Seguin em 1796, ao definir o principio

adstringente da casca de carvalho, que era capaz de transformar a pele de animais, tornando-a

imputrescivel e resistente a agua fervente (Costa, 1994).
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Os taninos sdo compostos de intermediario a alto peso molecular, sdo moléculas altamente
hidroxiladas que sdo capazes de formar complexos insollveis com carboidratos e proteinas,
caracteristica responsavel pela adstringéncia de plantas contendo taninos (Bravo, 1998).

A classificacdo dos taninos é feita segundo sua estrutura quimica, como taninos hidrolisaveis e
taninos condensados.

A caracteristica dos taninos hidrolisaveis ¢ a presen¢a de um poliol central, geralmente -D-
glicose, que tem suas funcdes hidroxilas esterificadas com o cido galico (Figura 4). Esta classe ainda é
dividida em galotaninos e elagitaninos (Battestin et al., 2004; Santos e Mello, 2007).

Os galotaninos séo resultado da unido de unidades de &cido galico (Figura 3A) por meio de
ligagbes meta-depisidicas. E comum esses taninos sofrerem actmulo particularmente nos galhos. A
acidez desses compostos pode ser explicada pelo fato de que algumas ligacdes da glicose com certas
moléculas do acido galico se fazem como ésteres (Costa, 1994; Santos e Mello, 2007).

Elagitaninos possuem um ou dois residuos de hexa-hidrdxi-difenoil-D-glicose de configuracdo
(R) ou (S), obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de acido galico, além da presenca
de acido elagico (Figura 3B) (Santos e Mello, 2007).

Ainda podemos encontrar os taninos hidrolisaveis oligbmeros, que sdo formados pela
condensacdo de unidades monomeéricas, geralmente elagitaninos, interconectadas por diferentes
unidades ligantes (Santos e Mello, 2007).

Taninos condensados ou proantocianidinas sdo oligbmeros e polimeros formados por
policondensacdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Esses taninos apresentam a
caracteristica marcante de produzir pigmentos avermelhados como a cianidina e delfinidina (Figura 5)
(Santos e Mello, 2007).
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Figura 5. Estruturas de taninos condensados. A) epicatequina; B) procianidina B1.

Os taninos podem ser encontrados no reino vegetal sem seguir um padrdo significativo. As
proantocianidinas sdo amplamente encontradas em Gymnospermae e Angiospermae, enquanto oS
taninos hidrolisaveis estao restritos as Choripetalae das dicotiledéneas e os taninos condensados estdo

distribuidos amplamente em plantas lenhosas (Santos e Mello, 2007).
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2.6.1 Propriedades Biol6gicas dos Taninos

Os taninos se caracterizam por sua propriedade adstringente, que se explica pelo fato de se
complexarem com proteinas das células superficiais de mucosas e tecidos descobertos, formando assim
revestimentos protetores. Sendo assim, ocorre a diminui¢cdo do volume das secre¢fes, anulando a
propriedade das células de absorver substancias irritantes ou toxicas. No intestino os taninos precipitam
as proteinas, recobrindo as células superficiais da mucosa com pequenos precipitados, bloqueando a
absorcdo, diminuindo os movimentos peristalticos, sendo assim, um remédio para diarreia provocada
por inflamacéo (Costa, 1994).

Revelam um poder antisséptico que pode ser explicado pelo revestimento precipitado que
impede que micro-organismos se desenvolvam, associado a agdo desinfetante que é caracteristica do
composto fenolico. Ainda possuem propriedades hemostaticas nas hemorragias de origem capilar, pois
precipitam proteinas do soro, dando origem aos codgulos. Outra utilidade muito importante dos taninos
¢ como antidoto nos envenenamentos, por via oral, com alcaloides e sais metalicos toxicos, por
resultarem em precipitados insolUveis (Costa, 1994).

Nishizawa et al. (1990) mostraram que o decocto da raiz de Nuphar variegatum Durand., rico
em taninos, tem atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus Rosenbach, Proteus vulgare
Hausere e Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen.

Ayres et al. (1997) testaram a atividade anti-herbivora de taninos condensados (procianidinas e
prodelfinidinas) isolados de folhas e ramos de 12 espécies vegetais (6 espécies de Salix, 2 de Populus,
3 de Betula, Coleogyne ramosissima Torr., Shepherdia canadenses (L.) Nutt., e Vaccinium vitis-idaea
L.), sobre seis espécies de larvas (Calligrapha verrucosa (Suffrian), Chrysomela falsa Brown,
Chrysomela crotchi Brown, Pyrrhalta luteola (Maller), Papilio canadensis R & J e P. glaucus L.). Este
estudo demonstrou a agdo toxica dos taninos condensados, o que resultou na rapida mortalidade dos
insetos.

Saleem et al. (2002) testaram o extrato metandlico 70% de Terminalia chebula Retz., planta
rica em taninos, frente a diversas linhagens de celulas malignas, e concluiram que o extrato levou a
inibicdo da taxa de proliferagdo celular e induziu a morte celular. As baixas concentragdes do extrato
foram capazes de iniciar vias celulares que levaram a apoptose, enquanto a concentragdes elevadas
tiveram efeitos toxicos diretos, conduzindo a morte celular por necrose rapida.

Fyhrquist et al. (2014) em busca de novos antibiéticos para o tratamento da tuberculose,
testaram dez extratos brutos e suas particBes de cinco espécies diferentes de Terminalia que foram
coletadas na Tanzania. Extratos metandlicos das raizes e cascas de T. sabesiaca Engl. & Diels. e T.
kaiserana F. Hoffm., assim como o extrato metanélico das frutas de T. stenostachya Engl. & Diels. e 0s
extratos metandlicos das folhas de T. spinosa Engl. apresentaram uma boa atividade antimicrobiana
contra Mycobacterium smegmatis ATCC 14468. Essa atividade antimicrobiana é atribuida aos

elagitaninos, derivados de acido gélico, galotaninos e taninos condensados presentes na Terminalia.
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Stolarczyk et al. (2013) demonstraram que o extrato aquoso de Epilobium angustifolium L., E.
parviflorum Schreb. e E. hirsutum L. s&o potentes inibidores da proliferagdo das células do cancer de
prostata, reduzindo a secre¢do do antigeno especifico (PSA) e inibindo a atividade da arginase. Os
elagitaninos do extrato de E. hirustum foram transformados pela microbiota do intestino humano a
urolitinas. A urolitina C mostrou uma forte atividade de inibi¢do das células proliferativas, da secrecao
do PSA e da atividade da arginase.

Rodrigues et al. (2014) testaram taninos isoladas de extratos brutos das folhas de Psidium
guineense Sw. contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Uma primeira mistura rica
em taninos condensados e a segunda rica em ésteres de &cido gélico e glicose. Os taninos do segundo
grupo apresentaram uma concentragdo minima inibitdria de 256 pg/mL para S. aureus e de 512 pg/mL
para a P. aeruginosa.

Figueroa-Espinoza et al. (2015) investigaram o uso de taninos obtidos de subprodutos e residuos
da producdo de vinhos como agente emulsificante e antioxidante estabilizante. Os resultados
demonstraram que taninos sdo bons estabilizantes para 6leos em emulsfes aquosas. As emulsdes obtidas
apresentaram caracteristicas semelhantes aquelas produzidas com emulsificantes comerciais.

Morey et al. (2016) avaliaram o efeito de uma fracdo enriquecida de taninos de
Stryphnodendron adstringens Mart. no crescimento e na propriedade de adesdo in vitro e in vivo de
Candida tropicalis Berkhout. Os resultados mostraram que além da inibicdo do crescimento de C.
tropicalis, a fracdo rica em taninos obtida a partir de cascas do caule de S. adstringens pode interferir
nas propriedades de adesdo dessa levedura, diminuindo a formagdo de biofilme em uma superficie
abiotica.

Deng et al. (2016) investigaram a atividade antioxidante e a viabilidade celular em células do
hepatdcito humano dos taninos presentes em extratos de folhas de Ficus altissima Blume. Esses taninos
foram capazes de proteger eficazmente o DNA plasmidial dos danos de radicais livres, além de
previnirem o dano celular causado pelo hidroperdxido de t-butila.

Jaradat et al. (2017) avaliaram quatro espécies do género Astragalus tradicionalmente utilizadas
na medicina popular palestina para tratamento de doencas infecciosas e ndo infecciosas. O extrato
aquoso de folhas de A. boeticus L. apresentou a maior atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli T. Escherich e Pseudomonas aeruginosa, e o extrato metandlico apresentou

maior capacidade antioxidante e maior atividade antifungica contra Candida albicans.
2.7 Helicobacter pylori
O género Helicobacter foi descoberto em 1989, é pertencente a familia Helicobacteraceae da

classe Epsilonproteobacteria. O género € constituido por bacilos Gram-negativos curvos ou helicoidais,

sdo microaerdfilos e apresentam flagelos envelopados sendo sua temperatura 6tima de cultura 37°C. S&o
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conhecidas 21 espécies sendo que dez podem ser encontradas em associagdo com processos infecciosos
no homem, dentre elas a H. pylori, associada com o epitélio gastrico (Trabulsi e Alterthum, 2015).

H. pylori pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doengas no homem tais como
Ulcera géstrica ou duodenal, gastrite, adenocarcinoma gastrico, linfoma do tecido associado a mucosa
(MALT) e linfoma géstrico de células B priméria (Wu et al., 2012).

H. pylori apresenta a capacidade de expressar uma gama de fatores de viruléncia, que funcionam
de diferentes formas, e que ampliam as possibilidades de interacdo da bactéria com as células do
hospedeiro. Esses fatores sdo: motilidade, urease, catalase e superoxido dismutase extracelulares,
mucinases, adesinas, ilha de patogenicidade Cag, toxicina vacuolizante vacA, proteina cagA, sistema
secretor tipo 1V, Ure | e proteina OmpA (Wroblewski et al., 2010; Wessler, 2016).

Para que a colonizacdo e patogénese da H. pylori sejam bem-sucedidas é necessario que a
bactéria passe por quatro etapas criticas: sobrevivéncia sob condi¢des acidas do estbmago; movimento
em direcdo a células do epitélio; adesdo aos receptores do hospedeiro e promog¢do de danos no tecido
(Kao et al., 2016).

A bactéria possui a capacidade de neutralizar o acido do estdmago do hospedeiro por meio da
hidrolise da ureia em aménio e CO, promovendo assim um ajuste do pH estomacal para neutro além de
produzir um efeito citopéatico nas células do estbmago. Esta acdo permite que a bactéria sobreviva nas
condi¢bes estomacais (Kao et al., 2016).,

A morfologia espiralar e os flagelos conferem motilidade a bactéria, permitindo movimentos
rpidos em solucgBes viscosas, como a camada de muco que recobre as células epiteliais géstricas,
permitindo assim que a infeccdo seja estabelecida, e que essa infecgdo alcance um nivel robusto. Ao
alcancar as células epiteliais, a bactéria interage com os receptores celulares por meio das adesinas
bacterianas, a fim de se protegerem do clearance mecéanico que ocorre com o0 peristaltismo e
esvaziamento gastrico. A aderéncia causa danos ao epitélio, induzindo inflamagé&o e liberagdo de toxinas
(Ottemann e Lowenthal, 2002; Kusters et al., 2006; Amieva e EI-Omar, 2008; Kao et al., 2016).

A infeccdo por H. pylori causa trés fendtipos géstricos principais, cada um esté4 associado a um
conjunto de anormalidades patoldgicas. O primeiro € chamado de gastrite simples ou gastrite benigna,
esse fenotipo é caracterizado por uma gastrite leve com pouca interferéncia na secrecdo do &cido
gastrico, é observado em individuos assintomaticos, que ndo apresentam doenga gastrointestinal grave.
O segundo fendtipo, Ulcera duodenal, é caracterizado pela predominéncia de gastrite com baixa secrecéo
de &cido gastrico e presenca de alto score inflamatorio antrépico. Essa combinacdo de anormalidades
fisiopatoldgicas contribui para o desenvolvimento de Ulcera péptica duodenal. O terceiro fenétipo é
chamado cancer gastrico, esse é caracterizado pelo padrdo predominante de gastrite atréfica multifocal,
com pouca secrecdo de acido gastrico. E resultado direto da inflamacao cronica induzida pela infeccéo,
aumentando o risco do cancer gastrico (EI-Omar et al., 1995; EI-Omar et al., 1997; Amieva e EI-Omar,
2008).
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Em 2015 aproximadamente 50% da popula¢do mundial (4,4 bilhdes de individuos) foi estimada
positiva para H. pylori. A prevaléncia é alta em paises em desenvolvimento e recém industrializados,
sendo considerados responséveis pela diferenga na prevaléncia de H. pylori fatores como urbanizacéo,
saneamento, acesso a dgua potavel e status socioecondmico (Hooi et al., 2017).

A taxa de infecgdo por H. pylori, varia de um continente para outro, e as vezes de forma
consideravel dentro do proprio continente. A regido da Oceania é a que apresenta a menor prevaléncia
de 24,4%, enquanto o continente Africano apresenta a taxa de prevaléncia mais elevada, 79,1%. Na
América Latina e no Caribe a prevaléncia é de 63,4%. Na Asia, a prevaléncia da infeccio é de 54,7%,
porém na Asia Central essa taxa é mais elevada (79,6%), ultrapassando a do continente Africano. A taxa
de prevaléncia da infeccdo por H. pylori na Europa e na América do Norte € de 47,0% e 37,1%,
respectivamente. E importante ressaltar que Portugal, mesmo estando na média de prevaléncia do
continente Europeu, apresenta uma taxa muito elevada de 86,4%, enquanto a Suica apresenta taxa de
prevaléncia de apenas 18,9%. A prevaléncia em Portugal s6 € menor do que a encontrada na Nigéria
(87,7%). O Brasil se encontra entre os paises com a prevaléncia da infeccdo com maiores taxas da
América Latina e Caribe (71,2%), ficando atrds apenas do Equador e Chile (72,2% e 74,6%
respectivamente) (Eusebi et al., 2014; Peleteiro et al., 2014; Hooi et al., 2017).

Ao levarmos em consideracdo a alta prevaléncia dessa bactéria em todo o mundo, e que sua
presenca € uma das principais causas de Ulcera péptica e cancer gastrico, podemos considera-la um
problema de salide publica muito sério. Segundo a OMS 8,8 milhdes de mortes em 2015 foram
consequéncia de cancer, dentre essas 754.000 mortes foram resultado do cancer gastrico. Dados do
INCA demonstram que no ano de 2013 foram relatadas 14.182 mortes por esse tipo de cancer no Brasil.
Em 2016 foram diagnosticados 20.520 novos casos de cancer gastrico no Brasil (Axon, 2014; Inca,
2017; WHO, 2017).

H. pylori € um micro-organismo de dificil erradicacdo, por apresentar o estado fenotipicamente
resistente. A falha no tratamento pode se dar devido ao fato das bactérias oscilarem entre um estado de
replicacdo (organismo permanece susceptivel ao antibiético) e estado ndo replicante (o organismo torna-
se fenotipicamente resistente) de acordo com o pH no microambiente. As bactérias podem entrar para
um ciclo ndo replicativo, mas viavel quando o pH em torno de seus microambientes é entre 4,0 e 6,0
(Wu et al., 2012).

Segundo Hunt et al. (2011) o regime de tratamento de primeira linha para H. pylori é o uso de
um inibidor da bomba de préton + dois antimicrobianos (amoxicilina e claritromicina ou metronidazol
e claritromicina). Diversas estratégias terapéuticas alternativas tém sido propostas a fim de aumentar as
taxas de erradicacdo da bactéria, como duracdo do tratamento de 14 dias ou um regime terapéutico de
quatro drogas, podendo ser terapia quadrupla, sequencial ou concomitante. A terapia sequencial consiste
na administracdo de um inibidor de bomba de préton mais amoxicilina, duas vezes ao dia nos primeiros
cinco dias de tratamento, seguida por uma terapia tripla contendo um inibidor de bomba de préton,

claritromicina e nitroimidazol duas vezes ao dia nos cinco dias restantes de tratamento. Diversos estudos
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tém demonstrado que a terapia sequencial é mais eficaz na erradicacdo da bactéria com uma taxa de
erradicacdo < 90%, enquanto a taxa de erradicacdo da terapia tripla é < 80% (Gatta et al., 2013; Liou et
al., 2013; Feng et al., 2016; Schwarzer et al., 2016; Thung et al., 2016; Chang et al., 2017).

A gestédo de infecgdes causadas por H. pylori ainda é um desafio, ja que as taxas de falha de
erradicacdo permanecem elevadas, além das recaidas frequentes das Ulceras gastricas ap6s a cura
completa. Por isso busca-se um tratamento com alta taxa de seguranca e eficacia e que reduza os efeitos
colaterais (Mazzolin et al., 2010; Manyi-Loh et al., 2012).

Com base na procura de novas metodologias para o tratamento da infecgdo por H. pylori,
diversos pesquisadores ao redor do mundo tém estudado extratos vegetais popularmente utilizados, a
fim de isolar compostos que sejam eficazes contra a bactéria (Chun et al., 2005; Stege et al., 2006).

Ma et al. (2010) testaram 50 extratos de plantas medicinais chinesas de uso popular e obtiveram
seus respectivos ClMig. O extrato aquoso do rizoma de Coptis chinensis Franch., de raizes de
Scutellaria baicalensis Georgi_e raizes de Isatis tinctoria L. demonstraram uma inibi¢cdo da H. pylori
com ClMsq inferior a 7800 pg/mL, quando comparados as outras plantas estudadas. Esse resultado
indica que essas plantas podem ser utilizadas como fonte para estudo e sintese de novas drogas para o
tratamento contra H. pylori.

Cogo et al. (2010) estudaram a acdo anti-H. pylori de diversas plantas como Bixa orellana L.,
Chamomilla recutita L., llex paraguariensis A. St.-Hil., Malva sylvestris L., Plantago major L. e Rheum
rhaponticum L. De todas as plantas testadas C. recutita e |. paraguariensis demonstraram maior
poténcia contra H. pylori com CIMs < 625 ug/mL, do que B. orellana que apresentou CIMsy= 1250
pg/mL, ja os valores de CIMgo demonstraram que |. paraguariensis (ClMgo= 5000 pg/mL) foi capaz de
inibir um maior nimero de isolados clinicos quando comparado com 0s outros extratos.

Rozza et al. (2011) estudaram a acao anti-H. pylori a partir do 6leo essencial da casca do liméo
siciliano (Citrus limon (L.) Osbeck) e seus componentes isolados limoneno e B-pireno. O 6leo essencial
e 0 limoneno apresentaram uma atividade satisfatoria contra H. pylori, com CIMo de 125 e 74 pg/mL
respectivamente. Sendo assim possivel o uso dessas substancias como suplemento para as atuais terapias
antibacterianas utilizadas para o tratamento de Ulceras.

Castillo-Juarez et al. (2009) realizaram testes in vitro da capacidade anti-H. pylori de 53 plantas
de uso tradicional para desordens gastricas no México. Os extratos aquosos de folhas e hastes de
Artemisia ludoviciana subsp. Mexicana (Willd. ex Spreng.) D. D. Keck e Mentha e extratos aquosos de
partes aéreas de Cuphea aequipetala Cav. e Ludwigia repens J. R. Forst. apresentaram CIMjq 125 a <
250 pg/mL. Os extratos metanolicos das folhas de Persea americana Mill., das folhas e hastes de
Annona cherimola Mill. e Moussonia deppeana (Schltdl. & Cham.) Klotzsch ex Hemsl., e das raizes de

Guaiacum coulteri A. Gray apresentaram ClM< 7,5 a 15,6 pg/mL.
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3  Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi a realizacdo de analise fitoquimica de extratos e fragdes
obtidos das folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae), com a finalidade identificar
substancias, e avaliar a atividade anti-H. pylori dos extratos e fragdes.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizacdo da matéria-prima vegetal, por meio de métodos validados de controle de
qualidade da espécie vegetal.

- Identificacdo de compostos em extratos brutos e fracGes obtidas das folhas de M.
ilicifolia por espectrometria de massas.

- Avaliacdo da atividade anti-H. pylori dos extratos brutos e frac6es obtidas das folhas de
M. ilicifolia.

- Avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos brutos produzidos e fragdes obtidas

das folhas de M. ilicifolia.

4  Materiais e Métodos

4.1 Material Vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada no dia 11 de fevereiro de 2016 no municipio de
Marialva, Parana (23°28°43°’S; 51°47°39°"Wi; altitude 622 m). Uma exsicata do material foi depositada
no Herbario da Universidade Estadual de Maringd (HUEM) e identificada sob o nimero de registro
29221. A correta identificacdo do material vegetal é de primordial importancia no estabelecimento da
qualidade das preparacfes obtidas a partir desse material (Bandaranayake, 2006). A coleta do material
foi realizada com a permissdo do IBAMA-SISBIO e registrado sob o nimero 11995-3 em 2 de novembro
de 2010, com o codigo de autenticagdo 46367613, sob responsabilidade de Jodo Carlos Palazzo de
Mello. Acesso ao material botanico foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado- SisGen sob n® AB65084. As coletas foram
realizadas no periodo da manha, quando tempo estava seco, utilizando tesouras de poda, cortando-se 0s

galhos para posterior separacdo das folhas (Figura 6).
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Figura 6. Coleta do material vegetal — Maytenus ilicifolia-, Marialva, PR. (Foto: PAULA, M.N. 2016)

4.2  Desengorduramento das folhas

Depois de moidas, as folhas foram submetidas ao processo de maceragdo dindmica com n-
hexano em frasco &mbar, na concentracdo de 10% (p/v) por 10 dias. A planta foi retirada do frasco e
seca em capela (Pessuto, 2006).
4.3 Controle de qualidade da Droga Vegetal
4.3.1 Analises Fisico-Quimicas
4.3.1.1 Perda por secagem

Foram pesados exatamente cerca de 5,0 g da droga vegetal (folhas integras e picadas) e
colocados a secar a temperatura ambiente, sem a presenca de luminosidade. Foram pesadas diariamente

até peso constante. O resultado foi expresso em perda de substancias volateis e/ou dgua percentual, pela

média de cinco determinagdes (Mello e Petrovick, 2000).
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4.3.1.2 Perda por dessecacdo

Foi realizada em balanca de infravermelho. Pesou-se cerca de um grama da droga vegetal
pulverizada. O material foi uniformemente distribuido sobre o coletor de aluminio contido dentro do
aparelho. A droga foi deixada na balanca por 45 min em uma temperatura de 110 °C. Depois de
decorrido o tempo o valor da umidade em porcentual apareceu no display do aparelho, e o valor foi
anotado. O resultado foi expresso em perda de substancias volateis e/ou agua percentual, pela média de
trés determinagdes, usando como referéncia o valor apresentado pela Farmacopeia Brasileira, maximo
12% de umidade (Brasil, 2010).

4.3.1.3 Teor de extrativos

Foi pesado exatamente cerca de 1,0 g da droga vegetal pulverizada, que foi submetida a
decoccdo com 100 mL de agua por 10 min. Depois de resfriada, a solucdo foi transferida para baldo
volumétrico de 100 mL, e o volume completado. Depois disso, foi realizada a filtracdo em papel filtro.
Os primeiros 20,0 mL foram desprezados. Pesou-se uma aliquota que equivale a 20,0 g, em pesa-filtros
previamente tarados, e levou-se a evaporacao até a secura em banho-maria, sob agitacdo. O pesa-filtro
foi colocado em estufa a 105 °C por duas horas, resfriado em dessecador e posteriormente pesado. Para
determinar o teor de extrativos foi calculada a massa percentual, usando a méedia de trés determinacdes

a partir da equacéo:

_ gxFDx100
- m

TE

Sendo: TE= teor de extrativos (%; m/m); g= massa de residuo seco; m= massa da amostra (g); FD= fator
de diluicdo (5) (Mello e Petrovick, 2000).

4.3.1.4 Doseamento de Polifenois Totais

Preparo da solucédo estoque: foram pesados 750 mg da droga vegetal pulverizada e transferida
para um erlenmeyer de 250 mL. Foram adicionados 150 mL de agua destilada e levado ao aquecimento
em banho maria a 60°C durante 30 min. Depois de resfriado o contetdo foi transferido para baldo
volumétrico de 250 mL, o erlenmeyer foi lavado para total transferéncia do material, e entdo o volume
foi completo com &gua destilada. Depois de decantar a droga, o liquido foi filtrado em papel filtro, e
desprezados os primeiros 50 mL.

Preparo da solucdo amostra: foram diluidos 5 mL do filtrado em baldo volumétrico de 25 mL

com é&gua destilada. Foram transferidos 2 mL dessa solucdo para baldo de 25 mL com 1 mL de reagente
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fosfomolibdotingstico e 10 mL de &gua destilada. O volume foi completado com solugéo de carbonato
de sddio a 14,06%. A absorvancia foi determinada em 691 nm ap6s 15 min, utilizando agua destilada
como branco.

O teor de polifenois totais foi calculado em porcentagem de polifendis expressa em pirogalol

segundo a expressao:

_ 15625xAbs
~1000xm

em que:
PT= polifendis totais (%); Abs= absorvancia da amostra; m= massa da droga em grama
(Pessuto, 2006).

4.4  Preparacdo de Extratos Brutos e Fragdes
4.4.1 Extrato bruto (EB)

Os extratos foram preparados na propor¢do 10% (m/v) utilizando como liquido extrator acetona:
agua 7:3 (v/v); etanol: agua 96:4 (v/v); etanol: dgua 70:30 (v/v); etanol: agua 50:50 (v/v); e 4gua 100%,
em Ultra-turrax® (UTC115KT) durante 20 min, controlando a temperatura (< 40°C). Em seguida os
extratos foram filtrados em pano filtro de nylon com didmetro de poros de 10 pm e algoddo, com o
auxilio de uma bomba a véacuo. Depois disso a solugdo foi concentrada em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida, com uma temperatura abaixo de 40 °C, para que o solvente organico fosse eliminado.
O extrato concentrado foi deixado em freezer durante 10 dias para que houvesse a decantacdo da
clorofila restante. O extrato foi filtrado e ap0ds, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado, obtendo-

se entdo os extratos brutos de Maytenus ilicifolia (Pessuto, 2006).
4.4.2 Fracdo acetato de etila (FAE), fracdo n-butandlica (FnB) e fracdo aquosa (FAQ)

Uma quantidade determinada do extrato bruto foi ressuspenso em agua (proporcao 1:10 p/v) e
particionado com o mesmo volume de acetato de etila (8 vezes). A fase aquosa (FAQ) e a fase acetato
de etila (FAE) foram separadas, concentradas em evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida para
eliminacdo do solvente orgénico, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.

A FAQ foi ressuspensa em agua e particionada com o mesmo volume de n-butanol. A FAQ foi
separada da fracdo n-butanolica, ambas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo
reduzida para completa eliminacao do solvente orgénico, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas
(Pessuto, 2006).
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45 Analise Quantitativa

45.1 Determinacdo de epicatequina por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia —
CLAE

As anélises foram realizadas utilizando o equipamento Thermo® HPLC com detector de arranjo
de diodos (PDA). Foi realizado um gradiente de eluicdo em uma coluna Phenomenex® Gemini C-18
(250 mm x 4,6 mm) com particulas de 5 micrometros, com pré-coluna empacotada. A fase movel
consistiu de agua acidificada com acido férmico (pH 2,5) como solvente A, e acetonitrila acidificada
com &cido formico (pH 2,5) como solvente B. Ambos os solventes passaram pelo processo de
desgaseificacdo. A vazdo da fase movel foi de 0,8 mL/min utilizando o seguinte gradiente: 0 min 18%
B; 13 min 25% B; 16 min 34% B; 20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min 18% B. A coluna foi
estabilizada a 28 °C, e a leitura no UV/Vis foi realizada no comprimento de onda de 210 nm.

Solucdo amostra: foi pesado 1,0 g do extrato bruto produzido previamente, e ressuspenso em 10
mL de agua ultrapura (MilliQ-Millipore). A solucdo obtida foi extraida com 10 mL de acetato de etila
em funil de separacdo de 125 mL (7 vezes). Para que houvesse a separacdo completa das fases, 0 extrato
foi deixado em repouso a -18 °C durante 5 min. As fases organicas foram combinadas e filtradas sob
pressao reduzida, através de papel filtro com 5 g de Na,SO, anidro. A fase organica foi concentrada em
evaporador rotativo sob pressao reduzida, obtendo-se um residuo. O residuo foi ressuspenso em 5 mL
de metanol e &gua (2:8; v/v) e extraido em cartucho SPE C8 (55 mm, 70 A) e armazenado em baléo
volumétrico de 100 mL. O residuo sofreu eluicdo de 10 mL de metanol:agua (2:8; v/v) no baléo, e o
volume foi completado, obtendo a solugdo S1. Uma aliquota de S1 foi transferida para baldo volumétrico
de 25 mL, e o volume completado com metanol:agua (1:1; v/v) (S2). A solucéo S2 foi filtrada em filtro
de poro de 0,5 um, antes da injecdo (seringa de 20 pL) (Lopes et al., 2010).

4.6 Avaliagdo da atividade anti Helicobacter pylori

4.6.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentracdo Minima
Bactericida (CBM)

46.1.1 Antimicrobianos Padroes

Foram utilizados como antimicrobianos padrdes Amoxicilina (SIGMA cod. A8523) e
metronidazol (SIGMA cod. M3761). Estes foram solubilizados em agua estéril para preparacdo de
solugbes a 5 mg/mL. A partir dessas solugdes, foram preparadas as concentracbes empregadas nos

ensaios de atividade antimicrobiana.
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4.6.1.2 Preparacgao dos Extratos e Fragdes

Os extratos brutos (EB) bem como as fragdes (FAQ, FAE e FnB) foram solubilizados em
DMSO, sendo que o extrato aquoso foi solubilizado em &gua estéril.

4.6.1.3 Micro-organismos

O micro-organismo utilizado nos testes foi a bactéria H. pylori (cepa ATCC 43504), amoxicilina
sensivel e metronidazol resistente, foi semeado em placas contendo Agar Columbia (bioMériux®),
suplementado com 5% de sangue de carneiro, incubadas por 72 h a 36-37°C, em atmosfera contendo
10% de CO..

4.6.1.4 Desenvolvimento

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdilui¢do em caldo, de acordo com a norma
estabelecida por Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI:M7-A6, 2003) com adaptagdes. A
cada poco da microplaca foram adicionados 100 pL. de meio de cultura liquido Brain Heart Infusion
(BHI) (Merck®), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell®), com diversas concentragdes
dos extratos e fragdes obtidos por diluicdo seriada 1:2 (32-1024 pg/mL), e 0 mesmo volume de uma
suspenséo de H. pylori (contendo cerca de 10°-10" bactérias/mL). A microplaca foi submetida a leitura
espectrofotométrica em 620 nm. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitora de
microplacas ELISA iMark Absorbance Reader (Bio-Rad, Washington, USA). Apds a leitura, a
microplaca foi incubada a temperatura de 36-37°C, em atmosfera contendo 10% de CO», por 72 h. Apos
esse periodo, as amostras foram homogeneizadas e nova leitura foi realizada para determinagédo da CIM.
Os testes foram realizados em triplicata, acompanhados de crescimento controle e repetidos no minimo
3 vezes. A CIM foi definida, graficamente, como sendo a menor concentracdo do extrato capaz de
induzir um brusco declinio no valor da absorvancia, inibindo 50% do crescimento bacteriano, o qual foi
mantido nas concentracfes seguintes.

Para as amostras que apresentaram CIM foi realizado o ensaio para determinar a Concentragdo
Minima Bactericida (CBM). A CBM é definida como a menor concentracdo do extrato que inibiu a
formacdo de coldnias em placas de Agar Columbia. Neste ensaio a amostra correspondente ao po¢o da
microplaca sem crescimento aparente em BHI foi semeada em placa de Agar Columbia contendo sangue

de carneiro 5% (incubada a 37 °C, em atmosfera contendo 10% de CO-, por 72 h).



46

4.6.2 Determinacio da urease

A atividade de inibicdo da urease foi determinada pela producdo de amonia catalisada pela
enzima de acordo com o método descrito por Weatherburn (1967). A mistura reacional em microplaca
continha 25 pL de urease 4 UI (Sigma Jack Bean urease tipo III) e 25 pL da amostra em diferentes
concentracBes (32-1024 pg/mL) e foi incubada por 2 h em temperatura ambiente. Apds esse periodo
foram adicionados, 25 pL de vermelho de fenol (0,02%) e 200 puL de ureia (50 mM) em tampado fosfato
100 mM (pH 6,8). A absorvéncia da mistura reacional foi lida em 540 nm em leitora de microplacas

iMark®, BioRad (Washington, USA) ap6s 20 min. Como padréo de inibicao foi utilizado o acido borico.

4.7 Ensaios Antioxidantes

Todas as analises foram realizadas no minimo em triplicata, em microplacas de 96 pogos e lidas
em espectofotometro (Biochrom Asys UVM 340). Para esses ensaios foram escolhidos os extratos e

fracBes que apresentaram melhores resultados nos ensaios anti-Helicobacter pylori.

4.7.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante dos extratos foi testada em relacédo a reducédo do radical DPPH, método
descrito por Brand-Williams et al. (1995). Os extratos e fragdes de M. ilicifolia foram diluidos em
metanol e preparados nas concentrages finais de 3,1 a 100,0 pg/mL. Um total de 100 pL de DPPH a
130 puM recém preparada foram adicionados a 100 puL da amostra nas diferentes concentragfes. As
microplacas foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, para que ocorresse a reacao.
Depois de 30 min as absorvancias foram medidas a 517 nm em espectrofotémetro de microplacas
(Biochrom Asys UVM 340). Controle negativo (metanol adicionado ao DPPH), branco (somente
metanol), além do controle positivo (padrdo Trolox) foram utilizados.

Atividade Antioxidante (%)= (( Abs CN — Abs Amostra)x(Abs CN-1)) x 100

Onde: Abs CN é a absorvancia do controle negativo; Abs amostra é a absorvancia da solucao
do extrato ou fragéo.

Com os valores obtidos foi construido um gréfico de percentagem da atividade antioxidante
versus concentracdo dos extratos testados, em pug/mL. Por meio da regressao linear foi calculado o 1Cso,

gue é a concentracdo do extrato com capacidade de reduzir 50% do DPPH.
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4.7.2 FRAP (Poder Antioxidante de Redugéo do Ferro)

Etanol foi utilizado para diluicdo do padréo Trolox e para o preparo das concentracdes dos
extratos de M. ilicifolia (20 a 100 pg/mL). Para o preparo de reagente FRAP, foi misturado 2,5 mL da
solucdo de TPTZ (2,4,6-Tri (2-piridil)-S-triazina), 2,5 mL da solucédo de cloreto de ferro hexahidratado
(FeCl3.6H20) 20 mM e 25 mL de tampéo acetato 0,3 mM. Incubou-se esta solucéo a 37 °C em banho-
maria por 30 min. Em seguida, foram adicionadas a 150 puL do reagente FRAP, uma aliquota de 30 uL
de diferentes concentracbes do padrdo Trolox ou dos extratos de M. ilicifolia. Esta mistura foi
homogeneizada e lida em espectrofotdmetro de microplacas (Biochrom Asys UVM 340) a 595 nm, apds
incubagdo por 30 min em banho-maria a 37 °C. O equipamento foi zerado com um branco da amostra
para descontar uma possivel turbidez. Para isto, foram utilizados 150 uL do veiculo FRAP (solugéo
igual ao reagente FRAP exceto pela solucdo de TPTZ) e 30 uL da amostra.

Para determinacdo da atividade antioxidante total dos extratos de M. ilicifolia foi realizada curva
de calibracéo do Trolox (20 uM a 600 uM; y = 0.0028x + 0.0199 R2 = 0.9993) e equacdo da reta obtida
a partir das absorvancias das diferentes dilui¢bes dos extratos. Os resultados foram expressos em

capacidade antioxidante dos extratos de M. ilicifolia equivalente ao Trolox (Teac) (Rufino et al., 2006).

4.8 Caracterizagdo quimica de extratos semi purificados de Maytenus ilicifolia por UHPLC-
HRMS

Para as analises das fragdes, aliquotas de 1 mg/mL de extratos foram analisadas em UHPLC-
HRMS (Ultra Performance Liquid Chromatography Untargeted Mixed-Mode Tandem Mass
Spectrometry) utilizando um sistema de cromatografia liquida Nexera X2, com bomba LC-30AD e
coluna Phenomenex® Gemini C-18 (250 mm x 4,6 mm), mantida a 40 °C, com um gradiente linear de
eluicdo utilizando como solvente (A) agua (0,1% de acido férmico) e solvente (B) acetonitrila (0,1%
acido formico) ambos com grau de pureza LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). A

separacdo cromatografica foi efetuada em 28 min, com vazao de 0,4 mL/min.
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Tabela 1. Gradiente de elui¢do utilizado na separagdo dos constituintes dos extratos.

Tempo (min) Vazao (mL/min) %A %B
0,00 0,40 82 18
13,00 0,40 75 25
16,00 0,40 66 34
20,00 0,40 58 42
23,00 0,40 35 65
25,00 0,40 82 18
28,00 0,40 82 18

O espectrometro de massas utilizado foi do tipo Q-TOF Impact Il (Bruker, Germany), com fonte
de ionizacéo do tipo electrospray, operado com modo de aquisicdo Auto MS/MS, onde 0s 3 ions mais
intensos de cada pico cromatografico foram selecionados, com taxa de aquisicéo de 5 Hz (MS e MS/MS)
e tune do equipamento na faixa de m/z 70 — 1500 u. As analises foram realizadas em modo positivo e
negativo de ionizagdo, com voltagem do capilar de 4.00 kV; temperatura da fonte 220 °C; e fluxo do
gés de dessolvatacdo 8 L/min. Os experimentos de varredura de ions-produto (daughter scan) foram
realizados utilizando dissociacdo induzida por colisdo (CID) obtidas utilizando uma rampa de energia
de colis&o na faixa de 15 — 50 eV e presséo do gas de colisdo de 3,06. 10 mBar, na camara de colis&o.

O cromatograma de ions e os espectros de MS e MS/MS obtidos foram visualizados através do
software DataAnalysis 4.4, comparados com a literatura e analisados com auxilio de bancos de dados

de espectrometria de massas de acesso livre, como MassBank (Horai et al., 2010).

5 Resultados e Discussao

5.1 Controle de Qualidade da Droga Vegetal

A fonte e a qualidade da matéria prima vegetal sdo de fundamental importancia para garantir
a qualidade e a estabilidade, cumprir os requisitos basicos de eficacia e seguranca, das preparagdes que
seréo feitas utilizando esse material. O controle de qualidade de medicamentos feitos a base de plantas
baseia-se numa definicéo cientifica clara da matéria prima que é determinada pela identidade, pureza,
contetdo e outras propriedades quimicas, fisicas ou bioldgicas (Calixto, 2000; Bandaranayake, 2006).

O controle de qualidade em geral fundamenta-se em trés importantes definigdes: identidade,
pureza e conteldo. Dentro disso avaliam-se diversos fatores como o estado da planta (fresca ou seca),

temperatura de secagem, exposi¢do a luz, disponibilidade de 4gua e/ou nutrientes, periodo e tempo de
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coleta, método de coleta, embalagem, armazenamento e transporte, idade e parte da planta coletada.
Todos esses parametros devem ser avaliados, pois afetam de forma consideravel a qualidade e

consequentemente o valor terapéutico da planta (Bandaranayake, 2006).

5.1.1 Analises Fisico Quimicas

5.1.1.1 Perda por secagem

Depois de ter sido coletado, o material foi deixado em temperatura ambiente (25 °C£3) e
sombra, até que chegasse ao peso constante, sendo pesado todos os dias, por oito dias. As folhas integras
de M. ilicifolia tiveram uma perda de 4gua e/ou materiais volateis de 49,93%+10,41 (CV=0,21%), ja as
folhas picadas perderam 46,36%+6,14 (CV= 0,13%) (Figura 7).

A presenca de 4gua no material vegetal pode favorecer o desenvolvimento de micro-organismos,
insetos e deterioracdo dos constituintes em razdo de hidrolise, que podem levar a degradacdo desse
material e dos seus constituintes. Sendo assim é preciso estabelecer limites da quantidade de 4gua que
pode estar presente na droga vegetal sem que haja alteracdo na sua composicao, é mais importante para
materiais e compostos higroscopicos para que estes ndo sofram rapida deterioracéao (Brasil, 1988; WHO,
2011).

Perda por Secagem

100
90
80
70
60
50 p
40 T Folhas Integras
30 7a g Folhas Picadas
20 —+
10

agua (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dia

Perda de substancias volateis e/ou

Figura 7. Perda de substancias volateis e/ou agua de folhas de Maytenus ilicifolia. Folhas secas a 25 °C+3 por 8
dias, sem presenca de luminosidade, pesadas diariamente.

5.1.1.2 Perda por dessecacdo

O resultado para perda por dessecacdo foi de 9,73%+0,15 (CV= 0,01%). O valor obtido

encontra-se dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010).
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A perda por dessecacdo foi realizada utilizando a droga vegetal previamente seca e moida em
balanca de infravermelho, a fim de determinar o teor de umidade residual. E normal que as drogas
vegetais ndo percam totalmente a agua presente nelas e mantenham de 8-12% de umidade, essa
quantidade de &gua ndo traz prejuizos ao material vegetal. Sendo assim é importante fazer o controle da
estabilidade da droga vegetal frente ao periodo de armazenamento (Montanari Janior et al., 2004). A
Farmacopeia Brasileira (2010) estabelece como maximo de umidade que pode estar presente nas folhas
moidas de M. ilicifolia de 12%.

Assim concluiu-se que o material vegetal testado estava dentro dos limites estabelecidos pela

Farmacopeia Brasileira.

5.1.1.3 Teor de extrativos

Para a determinacdo do teor de extrativos foram realizadas trés determinacGes obtendo-se o
valor médio de 33,17%z=0,24 (CV=0,73%).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (2011) o método de teor de extrativos determina a
guantidade de constituintes extraidos com determinado solvente de uma quantidade determinada de
material vegetal.

O resultado encontrado no presente estudo se assemelha ao resultado encontrado por Pessuto
(2006) onde o teor de extrativos encontrado foi de 31,60+0,22 (CV=0,72).

5.1.1.4 Teor de Polifendis Totais

O valor médio obtido na anélise do teor de polifendis totais foi de 7,49+0,18 (CV= 2,47%).

A metodologia de determinacdo de polifendis totais pela reducdo do acido fosfotingstico
formando a coloragdo azul, é uma das metodologias mais difundidas e mais empregada. O ensaio
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau foi modificado a partir do ensaio de Folin-Denis, que a
principio foi usado para mensurar tirosina em proteinas sendo que todos os fendis reagiram. Essa
metodologia consiste em reacfes de oxidacao-reducdo, em que o ion fenolato é oxidado, enquanto o
acido fosfotingstico é reduzido. O croméforo produzido é um complexo fosfotlngstico-fosfomolibdico
de coloracdo azul. Esse método é menos propicio a interferéncia de componentes ndo fendlicos e
formacdo de precipitados. Esse ensaio ndo é especifico para nenhum grupo fendlico, mas serve para
quantificar a concentracdo total de grupos fenélicos (Graham, 1992; Hagerman e Butler, 1994; Singleton
et al., 1999; Mueller-Harvey, 2001; Schofield et al., 2001; Blainski, 2010).

Esse resultado apresenta diferenca do encontrado na literatura, ja que Radomski (1998) obteve
um resultado de 10,3% para folhas de M. ilicifolia cultivadas em pleno sol. Porém esses valores ndo

devem ser comparados se considerarmos que as diferencas apresentadas podem ser resultado das
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maltiplas variagdes entre as amostras, tais como local de cultivo, taxa de incidéncia solar, quantidade

de agua, nutrientes do solo.

5.2 Preparacdo de Extratos Brutos e Fracdes

As folhas de M. ilicifolia (13,47 kg) foram coletadas e levadas a estufa de ar circulante para
secagem do material, até que as folhas chegassem ao ponto de biscuit, quando elas quebram com
facilidade ao serem submetidas a fratura, fornecendo um rendimento de 51,6% (6,95 kg) de folhas secas
(Montanari Janior et al., 2004). Apos essa etapa as folhas passaram pelo moinho de martelos, a fim de
ser feita a diminuigdo do tamanho das particulas, e facilitar o processo de extracéo, j& que a reducao das
particulas e o rompimento das células auxiliam o processo extrativo (Falkenberg et al., 2003; Sonaglio
et al., 2003).

A preparagdo dos extratos e fracdes estd esquematizada no fluxograma 1.

Droga Vegetal
Pulverizada

(DVP)

Desenporduramento: n-hexano/10 dias
Secagem

DVPDesengordurada
(90,47%)

Turbo-extragio: 20 muin, T <40 °C | Concentragio
Filtracio Liofilizagio

Extrato Bruto
NMaytenus ilicifolia (EB]
1-5)

Partigio: Extragio Liquido-Liquido

[Fracio Aquosa’ (FAQ’ ragao A(;i_%:ﬁ;) deEtila
Partigio: Extragio Liquide-Liquido
Fracdo n-Butanolica .
(FnB) Fracio Aquosa(FAQ)

Fluxograma 1. Preparacao de extratos e fracfes semi purificadas de folhas de Maytenus ilicifolia.
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Enquanto o fluxograma 1 representa a forma de preparagdo do extrato e fracfes do presente
trabalho, o fluxograma 2 apresenta uma viséo geral do trabalho incluindo o rendimento dos extratos até

a caracterizacdo de algumas fragdes semi purificadas.



Fluxograma 2. Visdo geral do trabalho realizado, com rendimentos do extrato e frag@es, substancias determinadas e atividades bioldgicas.

Droga
Vegetal

Controle de
Qualidade

Producéo de
Extratos

‘ EB1 (14,68%)

CIM = 1024 pg/mL
17,70% Inib. Urease

EB2 (24,35%)

CIM = 1024 pg/mL
17,47% Inib. Urease

FAI\Q

EB3 ( 13,60%)

CIM= 512 pg/mL
23,02% Inib. Urease
1C.,94,72+3,04 pg/mL
FRAP - 0,77£0,18 mM
trolox/g extrato

trolox/g extrato

Presenca de Flavonoides
Glicosilados e Taninos por

LC-MS/MS

FAE FnB FAQ FAE FnB
(35,15%) (16,77%) (31,00%) (19,40%) (3,37%) (72,99%)
| | | | | |
CIM > 1024 CIM > 1024 CIM > 1024 CIM=64 CIM= 256 CIM > 1024
Hg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
| | | | | |
24,28% Inib. 24,08% Inib. 13,33% Inib. 40,50% Inib. 37,27% Inib. 19,39% Inib.
Urease Urease Urease Urease Urease Urease
A B
IC,,
19,48+3,21
pg/mL
FRAP-
5,40+0,33 mM
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FAQ

FAE FnB
(23,80%) (8,04%) (52,98%)
I I I
CIM= 256 CIM= 1024 CIM=512
pg/mL pug/mL pg/mL
| | |
32,07% Inib. 17,19% Inib. 26,17% Inib.
Urease Urease Urease
A I
ICs,
94,7243,04
pg/mL
FRAP -
0,77+0,18 mM

trolox/g extrato
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Fluxograma 2. Visdo geral do trabalho realizado, com rendimentos do extrato e fra¢des, substancias determinadas e atividades bioldgicas (Continuagao).

Droga
Vegetal
N I
Controle de

Qualidade

Producdo de

Extratos

EB4 (10,15%)

CIM= 512 pg/mL
18,49% Inib. Urease
IC,,56,56+0,88 pg/mL -

EB5 (17,43%)

CIM=64 pg/mL |
27,35% Inib. Urease

FRAP - 1,83+0,23 mM —FAE— Fr;B FAI\Q
trolox/g extrato
. g . (24,40%) ‘ (10,56%) ‘ (52,50%)
FAE FnB FAQ ' ' '
(28,46%) (11,13%) (32,08%) CIM= 64 CIM=128 CIM= 256
| | | pg/mL pg/mL pg/mL
CIM= 256 CIM= 512 CIM >1024 | | |
ug/mL. hg/mL Mg/mL 37,51% Inib. 47,08% Inib. | 17,19% Inib.
| | I Urease Urease Urease
29,36% Inib. | 29,00% Inib. | 16,01% Inib. | |
Urease Urease Urease IC,, IC,
| 19,08+1,90 98,35+3,74
ICq, ug/ImL pg/ImL
14’51/;551 FRAP 4524092 | FRAP—
i mM trolox/g 1,0740,09 mM
FRAP - 5.15+0 63 extrato trolox/g extrato

mM trolox/g
extrato

Presenca de Flavonoides
Glicosilados e Taninos
por LC-MS/MS
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5.2.1 Extrato bruto (EB)

Tendo em mente as diferentes propriedades e efetividade dos liquidos extratores, foram feitos
cinco extratos, utilizando cinco liquidos extratores: agua (1), etanol: agua 50:50 (2), etanol: 4gua 70:30
(3), etanol: agua 96:4 (4) e acetona: agua 7:3 (5).

Os extratos foram preparados pesando 100 g da droga vegetal pulverizada e previamente
desengordurada, com 1000 mL do liquido extrator, durante 20 min, sendo que foram mantidos intervalos
de 5 min de extracdo com 5 min de descanso, para controlar a temperatura e esta ndo exceder 40 °C.
Ap0s 0 processo extrativo, a solugdo extrativa foi filtrada, concentrada e liofilizada, apresentando os
rendimentos apresentados na Tabela 2.

A técnica escolhida para a producéo dos extratos foi a turbo-extracdo. Essa técnica é vantajosa
pois € eficiente, simples, rapida e versatil, ja que pode ser usada em pequena e média escala. Por outro
lado, temos alguns aspectos negativos dessa técnica, um deles é a dificuldade de separar a solugédo
extrativa no momento da filtracdo, devido ao fato de além da mistura do liquido extrator com a planta
esse método também leva a diminuicdo das particulas do material vegetal. Outro aspecto negativo é a
geracdo de calor, que forca o controle da temperatura durante o processo, € com isso também restringe
0 uso de solventes volateis (Sonaglio et al., 2003).

Para a extracdo de taninos em tecidos foliares o liquido extrator mais indicado é a mistura
acetona: agua. Se os responsaveis pela atividade bioldgica do extrato s&o os polifendis, sua concentragdo
no extrato torna-se uma variavel ideal para a escolha do melhor método extrativo. Foi realizado um
ensaio comparando a extragdo feita com etanol ou etanol: &gua com acetona: agua, esta demonstrou
melhor capacidade de extracdo dos compostos de interesse, taninos (Hagerman, 1988).

Segundo estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2010) a droga vegetal deve conter no
minimo 2,8 mg de epicatequina/g de extrato. Os resultados obtidos nesse trabalho apresentaram
resultados superiores aos exigidos até mesmo para 0 extrato aquoso (EB 1) que teve um menor
rendimento e a menor concentracdo de epicatequina (3,6+0,02 mg/g de extrato), conforme valores

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Rendimento e concentracdo de epicatequina por CLAE dos extratos brutos de folhas de Maytenus
ilicifolia.

Extrato Rendimento (%0) Concentracéo de Epicatequina (mg/g
extrato)
EB1 14,68 3,6+0,02
EB2 24,35 15,54+0,14
EB3 13,60 19,63+2,04
EB 4 10,15 16,77+2,14
EB5 17,43 20,66+1,99

EB 1= extrato bruto aquoso; EB 2= extrato bruto etanol: 4gua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: gua

70:30; EB 4= extrato bruto etanol: dgua 96:4; EB 5= extrato bruto acetona :agua 7:3.

5.2.2 Fracdo acetato de etila (FAE), fragdo n-butandlica (FnB) e fracéo aquosa (FAQ)

Para obtencdo das fragBes semi purificadas realizou-se uma extra¢do liquido-liquido com

acetato de etila e com n-butanol, que apresentaram os rendimentos conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Rendimento das fracdes obtidas a partir dos 5 extratos brutos de Maytenus ilicifolia.

EB1 EB 2 EB3 EB 4 EB5
FAE 35,15 19,40 23,80 28,46 24,40
FnB 16,77 3,37 8,04 11,13 10,56
FAQ 31,00 72,99 52,98 32,08 52,59

EB 1= extrato bruto aquoso; EB 2= extrato bruto etanol: agua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: agua 70:30; EB

4= extrato bruto etanol: agua 96:4; EB 5= extrato bruto acetona: agua 7:3.

5.3 Avaliacédo da Atividade Anti-H. pylori

5.3.1 Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (C1M)

Os resultados da concentragdo minima inibitdria para os extratos e fragdes estdo apresentados

na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados da atividade anti-H. pylori (CIMs) dos extratos e fragdes semi purificadas de Maytenus
ilicifolia.

ClIMsg
(ng/mLzDP) EB1 EB 2 EB3 EB 4 EB5
EB 1024+2,1 1024+5,1 512+5,6 512+2,2 64+9,8
FAE >1024+17,3 64+5,4 256+1,3 256+3,5 64+16,1
FnB >1024+4,7 256+1,3 1024+2,7 1024+3,2 128+4,0
FAQ > 1024+4,5 > 1024+0,7 512+1,9 512451 256+8,7

EB 1= extrato bruto aquoso; EB 2= extrato bruto etanol: 4&gua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: agua 70:30; EB

4= extrato bruto etanol: 4gua 96:4; EB 5= extrato bruto acetona: dgua 7:3.

De todos extratos brutos avaliados o0 EB 5 apresentou a melhor atividade inibitdria, com CIMsg
de 64 pg/mL. Jé entre as fracGes a FAE EB 2 e FAE EB 5 apresentaram a CIMsp de 64 pg/mL. A FnB
EB 5 também apresentou boa atividade, com ClMso de 128 pg/mL. Ja as FAQ apresentaram ClMsg
superior aos demais extratos e fracoes.

O fracionamento com acetato de etila, para todos os extratos brutos produzidos com solventes
organicos (etanol ou acetona), apresentou melhor resultado da atividade anti-H. pylori, com menor
ClIMsopara FAEEB5 <FAEEB 2 <FAEEB3<FAEEB 4 <FAEEB 1.

O répido crescimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos estd ocorrendo
mundialmente, colocando em risco a eficacia desses medicamentos, tornando o tratamento das infeccdes
bacterianas um grande desafio (Spellberg e Gilbert, 2014; Ventola, 2015).

Dentre os diversos fatores que levam a essa resisténcia, dois sao 0s mais relevantes, 0 mau uso
e 0 uso excessivo dos antibacterianos. Sendo que os primeiros relatos de resisténcia ja foram
identificados poucos anos depois do inicio da era dos antimicrobianos, em meados da década de 1940
entre a populacéo militar, e em 1957 foi identificada resisténcia multipla a antimicrobianos. Assim da
década de 1960 até 1980 a industria farmacéutica introduziu no mercado novos antibacterianos com a
finalidade de resolver os problemas de resisténcia. Porém quando o primeiro e até mesmo o segundo
esquema terapéutico se mostra limitado e inviavel é necessario utilizar antibacterianos mais toxicos para
0 paciente e frequentemente mais caros (Watanabe, 1963; Levy, 1982; Gould e Bal, 2013; Sengupta et
al., 2013; Lushniak, 2014).

A terapia de escolha para o tratamento da infeccéo por H. pylori é a terapia tripla, que consiste
em dois antibacterianos e um inibidor da bomba de proton. Porém esse esquema terapéutico apresenta
diversos efeitos adversos ao paciente, como diarreia, ndusea, inchago e disturbios no paladar, o que pode
levar a interrupcdo do tratamento pelo paciente. Além disso, H. pylori tem apresentado resisténcia aos
antibioticos padrdo usados no tratamento, a efetividade do tratamento tem decaido a baixos niveis,

apenas 18% de sucesso, possivelmente devido ao alto grau de resisténcia da bactéria a claritomicina.
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Em virtude desses aspectos, tratamentos alternativos contra a bactéria estdo se tornando mais populares,
como a terapia sequencial, terapia quadrupla e a terapia concomitante, com a finalidade de melhorar a
efetividade na erradicacdo da bactéria (Fischbach et al., 2002; Megraud, 2004; Gerrits et al., 2006;
Horiki et al., 2009; Graham e Fischbach, 2010; Patel et al., 2014; Thung et al., 2016).

Maytenus ilicifolia ¢ um produto natural que tem informacGes etnofarmacoldgicas bem
documentadas, com estudos farmacoldgicos, microbioldgicos e fotoquimicos. Em 1922 na Faculdade
de Medicina do Parand alguns pacientes portadores de Ulcera gastrica foram tratados com M. ilicifolia,
sendo o tratamento efetivo. Depois disso diversos estudos mostraram a efetividade de diversos extratos
de M. ilicifolia ao tratar Glceras géastricas, porém sem chegar a uma conclusdo sobre a patogénese da
doenca (Carlini e Frochtengarten, 1988; Souza-Formigoni et al., 1991; Gonzalez et al., 2001; Tabach e
Oliveira, 2003; Jorge et al., 2004; Santos-Oliveira et al., 2009).

Diversos estudos mostram que uma das responsaveis pelas desordens gastroduodenais é a
bactéria H. pylori. Essa bactéria é aceita como agente causador de gastrite aguda e crdnica, bem como
um fator predisponente para Ulcera péptica, adenocarcinoma e linfoma gastrico. Tem-se gastado muito
tempo e esforco na busca de tratamentos alternativos eficazes anti-H. pylori, que sejam capazes de
intervir na fase inicial da infeccdo, desde as primeiras etapas da adesdo a mucosa gastrica e células
epiteliais (Annuk et al., 1999; Suerbaum e Michetti, 2002; Gerrits et al., 2006; Kusters et al., 2006).

Diversos taninos purificados foram testados contra H. pylori e demonstraram boa atividade,
como a epigalocatequina galato com CIM de 8 pug/mL (Annuk et al., 1999; Mabe et al., 1999).

Considerando os resultados obtidos podemos assumir que o melhor liquido extrator para
producdo de um extrato bruto, com a finalidade de ser anti-H. pylori, € a acetona: agua (7:3, v/v), ja que
foi o extrato bruto que apresentou a menor CIM entre os 5 testados. Esse resultado esta de acordo com
0 que foi encontrado por Njume et al. (2011) que fizeram um estudo preliminar com Sclerocarya birrea
(A.Rich.) Hochst. testando a atividade anti-H. pylori de extratos produzidos com agua e acetona, sendo
que o extrato produzido com acetona apresentou resultados de CIM comparaveis com amoxicilina e
metronidazol.

Wang e Huang (2005) fizeram um estudo comparativo utilizando quatro liquidos extratores para
producdo de extratos de Plumbago zeylanica L. que foram testados para atividade anti-H. pylori. Esse
estudo demonstrou que o extrato produzido com acetona apresentou menor CIM quando comparado
com os extratos produzidos com etanol e agua.

A FAE e FnB do extrato produzido com acetona também apresentaram uma boa ClMsg, que
pode ser explicada pelo fato que a producdo do EB com a mistura acetona: agua favorece a extracdo de
compostos fendlicos (Santos e Mello, 2007).

A producdo de extrato bruto com bioativos anti-H. pylori sdo produzidos com sistemas
extratores com a presenca de solventes organicos, alcoois e/ou cetonas. Quando levada em consideracao
a eficiéncia do fracionamento desses extratos ricos em bioativos, observou-se que a particdo com acetato

de etila foi mais eficiente, quando comparada com a extracdo sequencial da fase aquosa com n-butanol.
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Popularmente o uso da espinheira-santa se da pela forma de ch4, ou seja, pela infusdo das folhas
com agua. Assim sendo pode-se comparar 0 EB 1 ao utilizado popularmente para o tratamento de Ulceras
gastricas, é possivel sugerir que mesmo apresentando uma alta ClIMso (1024 pg/mL) o EB 1 apresenta
relativa atividade anti-H. pylori, sugerindo um dos modos de ac¢éo dessa planta quando utilizada pela
populacdo (Mariot e Barbieri, 2008).

Para um extrato ser considerado potente a CIMsgo deve apresentar valores iguais ou inferiores a
100 pg/mL. Se a ClMg estiver no intervalo de 100 a 500 pg/mL é considerado um inibidor moderado,
ja quando a CIMgono intervalo de 500 a 1000 pg/mL é considerado um inibidor fraco, e acima de 1000
pg/mL é um composto inativo (Holetz et al., 2002).

Silva et al. (2015) avaliaram o efeito gastroprotetor e antividade anti-H. pylori da fracdo aquosa
do extrato hidroetandlico de folhas de Terminalia catappa L. o qual apresentou consideravel atividade
anti-H. pylori, com valores de CIMgo de 125 pg/mL, sendo considerada pelos autores uma importante
atividade antimicrobiana.

Em estudos realizados com Hippocratea celastroides Kunth foi observada a inibicdo do
crescimento de H. pylori com os extratos testados, porém de forma menos efetiva quando comparados
aos antimicrobianos de referéncia (amoxicilina— CIM: 0,01 pug/mL e claritromicina— CIM: 0,5 pg/mL).
Porém os valores de CIM dos extratos (7,81-250 pug/mL) foram melhores do que os observados como o
metronidazol (CIM= 300 pg/mL) (Hinojosa et al., 2014).

Ao testarem extratos de diversos fungos foi determinado que Hericium erinaceus (Bull.)
Persoon apresenta compostos bioativos, com atividade significante na inibigdo do crescimento de H.
pylori, sendo que o extrato etandlico, extrato cloroférmico e o extrato de éter de petréleo, apresentaram
CIM entre 250 — 500 pg/mL (Liu et al., 2016).

O extrato de pétalas de Rosa hybridus, ricas em compostos fendlicos, apresentou uma boa
atividade de inibig¢do do crescimento da H. pylori, com CIM de 10 pg/mL para fracdo butandlica e de
100 pg/mL para fragdo etanolica (Park et al., 2016).

Sabendo-se dos compostos que podem estar presentes nos extratos e fragdes de M. ilicifolia,
podemos sugerir que a boa atividade anti-H. pylori se dé devido a presenca dos compostos fendlicos,
tais como taninos e flavonoides.

A atividade antimicrobiana dos polifendis de plantas medicinais vem sendo intensamente
estudada contra diversos micro-organismos. Os resultados dessas investigacdes tem sido positivos,
demonstrando que os compostos fendlicos inibiram o crescimento de varios micro-organismos como
Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Campilobacter jejuni, Escherichia coli, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis, Helicobacter pylori, entre outras (Puupponen-Pimia
et al., 2001; Yanagawa et al., 2003; Hirasawa e Takada, 2004; Taguri et al., 2004; Daglia, 2012).

Assim como os resultados no presente estudo, ao avaliar diferentes fragdes e extratos de
Hypericum perforatum L., Yesilada et al. (1999) encontraram uma boa atividade anti-H. pylori na fracéo

butandlica tanto quando testada em cepas padrao como em isolado clinico.
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5.3.2 Determinagéo da inibicdo da enzima urease

Foi avaliada a capacidade dos extratos e fragdes de M. ilicifolia de inibirem a enzima urease, 0s
resultados foram apresentados na Tabela 5. O melhor resultado obtido foi com a FnB EB 5 que
apresentou uma inibicéo de 47,08%, seguido pela FAE EB 2 que inibiu a enzima 40,50%. A FnB EB 2
também apresentou uma boa inibigdo de 37,27%, semelhante a FAE EB 5 que foi 37,51%.

Tabela 5. Resultados da inibicdo da enzima urease dos extratos e fracbes semi purificadas de Maytenus ilicifolia.

Inibicdo da Enzima

Urease (%£DP) EB1 EB 2 EB 3 EB 4 EB5
EB 17.70+1,3 19.47%3,96 23.02+6,56 18.49+5,54 27.35x3,06
FAE 24.28+0,92 40.50+3,40 32.07+3,55 29.36x1,64 37.51+3,84
FnB 24.08+x1,49  37.27+£11,97  17.19+3,70 29.00+1,84 47.08+2,85
FAQ 13.33£3,54 19.391+4,61 26.17+2,64 16.01£3,75 17.19+£2,79
Acido Bérico 80 - 90

EB 1= extrato bruto aquoso; EB 2= extrato bruto etanol: 4&gua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: agua 70:30; EB

4= extrato bruto etanol: 4gua 96:4; EB 5= extrato bruto acetona: gua 7:3.

Um dos fatores de viruléncia da H. pylori é a presenga da enzima urease. Esta enzima é a
responsavel por permitir a bactéria se manter viva no ambiente &cido do estbmago. A bactéria
desenvolveu essa capacidade por meio da metabolizacdo da ureia em aménia, por meio dessa enzima,
deixando o ambiente neutro para o desenvolvimento da H. pylori (Weeks et al., 2000).

Xiao et al. (2007) avaliaram a capacidade de inibi¢&o da enzima urease de diferentes polifendis.
Aqueles que possuiam o catecol como esqueleto apresentaram as mais potentes atividades inibitorias,
variando de 38-94%. Essa atividade foi atribuida aos dois grupos orto-hidroxil presentes no anel
aromatico das moléculas dos polifendis, jA que 0s compostos que ndo apresentaram atividade néo
possuiam esse grupamento.

A diversidade estrutural dos compostos presentes nas plantas € muito grande, e a atividade que
ele vai apresentar contra um micro-organismo esta diretamente relacionada da configuracdo estrutural
desse composto. A maioria dos compostos que apresentam atividade antimicrobiana possuem um anel
fenolico substituido, sendo que o grupo hidroxila no composto fendlico é o responsavel por sua atividade
inibitdria e sua posi¢do determina a efetividade do composto (Dorman e Deans, 2000; Lai e Roy, 2004;
Gyawali e Ibrahim, 2014).

Bae et al. (1998) fizeram um estudo com diversas plantas medicinais a fim de determinar quais
espécies possuiam atividade anti-H. pylori. Apenas trés delas (Cimicifuga heracleifolia Kom., Mentha
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arvensis var. piperascens Malinv. ex Holmes e Rhus javanica L.) foram capazes de inibir a enzima
urease, sendo que a que apresentou melhor resultado foi a C. heracleifolia com 42% de inibicdo da
enzima.

Levando em consideracdo que séo nas fragdes obtidas com acetato de etila e n-butanol que se
encontram maiores concentragdes de compostos fendlicos, pode-se sugerir que estes sdo 0s principais
responsaveis pela atividade apresentada pela M. ilicifolia, aliados a boa capacidade antioxidante
apresentada por essas fracoes.

5.4 Ensaios Antioxidantes

Para os ensaios de atividade antioxidante foram selecionados os extratos e fragdes de M.

ilicifolia com melhores atividades contra a bactéria H. pylori.

54.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Os resultados do ensaio de DPPH estdo apresentados na Tabela 6. Os valores da atividade
antioxidante pelo método de DPPH foram expressos em 1Cso, que é a concentracdo de extrato necessaria
para promover 50% da acdo antioxidante.

Os resultados obtidos para o ensaio de DPPH variaram de 14,51 a 98,35 pug/mL. O melhor
resultado foi obtido com a FAE EB 4, com 1Csp de 14,51 pg/mL, seguida da FAE EB 5 (ICso= 19,08
pHg/mL) e FAE EB 2 (1Cso= 19,48 pg/mL). A fracdo que apresentou pior capacidade antioxidante foi a
FnB EB 5 com ICs de 98,35 pg/mL, seguida da FAQ EB 3 (1Cso= 94,72 pg/mL).

O termo antioxidante se tornou muito popular ao longo dos anos, e cada vez mais ganha
publicidade através da disseminacdo pela midia dos seus beneficios para a satde. A definicdo mais
relevante para 0 nosso contexto é que antioxidante é uma substancia sintética ou natural capaz de
prevenir a deterioracdo do material devido a acdo do oxigénio do ar. Os antioxidantes sdo enzimas ou
substancias organicas que sdo capazes de neutralizar os efeitos prejudiciais do oxigénio em um tecido.
A acdo do antioxidante pode se dar pela eliminagdo de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio,
parando assim as reag@es em cadeia do radical, ou inibindo a formacéo destes oxidantes (Huang et al.,
2005).

Os ensaios para avaliar a capacidade antioxidante de um composto podem ser divididos em duas
categorias: (a) ensaios baseados na reacéo de transferéncia de &tomo de hidrogénio e (b) ensaio baseado
na reacao da transferéncia de elétron. Esses ensaios sdo destinados a medir a capacidade de eliminacgéo
do radical livre e ndo a capacidade antioxidante preventiva da amostra (Huang et al., 2005).

Os polifendis possuem uma estrutura quimica ideal para atividade de eliminacéo de radical livre.
Pode-se prever seu bom potencial de acio quando se avaliam suas propriedades de reducdo e doacéo de

elétron. Para que a sua atividade seja a melhor, 0 composto precisa apresentar algumas caracteristicas
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estruturais, ou seja, o arranjo dos grupos hidroxila e as substitui¢cdes nos anéis devem ser observadas,
pois alteracGes podem levar a perda da capacidade antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Rice-Evans et
al., 1997).

O DPPH é um dos poucos radicais de nitrogénio estaveis e comercialmente disponiveis. Sua
méaxima absorcdo no UV/Vis é em 515 nm, uma de suas caracteristicas é que a coloragdo desaparece
depois de o radical ser reduzido. A porcentagem de DPPH que ndo sofre reducéo é proporcional a
concentracao do antioxidante, ou seja, a queda na absorvancia é proporcional ao efeito antioxidante, por
isso é feito 0 ICso que ird relacionar quanto do radical resta apds o final da reacdo com a concentracéo
que causou a queda de 50% da concentragéo inicial de DPPH. E importante levar em conta que &cidos
ou bases presentes no solvente podem influenciar o equilibrio de ionizagdo dos polifendis levando a um

aumento ou diminuicdo das constantes medidas (Huang et al., 2005).

Tabela 6. Capacidade antioxidante para o método de DPPH de extratos e fragdes semi purificadas de Maytenus
ilicifolia.

1Cso (ug/mL) EB 2 EB3 EB4 EB5
EB - 61,16+3,00 56,56+0.88 19,08+1,9
FAE 19,48+3,21 - 14,5145,71 -
FnB - - - 98,35+3,74
FAQ - 94,72+3,04 - -
Trolox 7,25+0,11

EB 1= extrato bruto aquoso; EB 2= extrato bruto etanol: 4gua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: dgua 70:30;

EB 4= extrato bruto etanol: agua 96:4; EB 5= extrato bruto acetona: agua 7:3.

Corsino et al. (2003) avaliaram a atividade antioxidante de flavonoides de M. aquifolium, e
demonstraram que aqueles flavonoides que possuiam o grupo orto-hidroxila no anel B apresentavam
uma melhor capacidade antioxidante.

Em estudo realizado com M. guyanensis Klotzsch ex Reissek, Macari et al. (2006) testaram
diversos extratos a fim de avaliar sua capacidade antioxidante pelo método de DPPH. Foi observado
gue os extratos etandlicos apresentaram uma boa capacidade, entretanto o extrato cloroférmico
apresentou uma excelente capacidade antioxidante, sugerida pelos autores ser de responsabilidade das
substancias de polaridade intermediaria presentes nas cascas.

O extrato bruto hidroetanélico de M. krukovii produziu uma inibigdo dose-dependente no ensaio
de DPPH, onde apresentou um ICsq de 38,38 pg/mL. Esse resultado foi considerado melhor do que o
obtido com extrato comercial de polifendis de semente de uva e cha verde, porém menor do que o do
Trolox (Bruni et al., 2006).



63

Ao testar 0 extrato bruto etandlico de cascas de M. aquifolium quanto sua capacidade
antioxidante, Vellosa et al. (2007) encontraram que o extrato foi capaz de inibir 35,5% do radical DPPH.

Silvaetal. (2009) avaliaram a capacidade de eliminag&o de radicais livres pelo método de DPPH
com extratos de folhas de M. imbricata Mart. ex Reissek. Os resultados demonstraram que 0s extratos
produzidos com etanol e acetato de etila, possuiam maior quantidade de polifendis e uma capacidade
antioxidante maior que o &cido galico e 0 BHA, que foram usados como padréo.

Shabbir et al. (2013) realizaram um estudo completo sobre a espécie M. royleana (Wall. ex
M.A. Lawson) Cufod., um dos ensaios realizados foi o da capacidade antioxidante por DPPH do extrato
e fracBes das folhas. Os resultados obtidos de 1Cs para fracdo aquosa, fracdo acetato de etila e fracdo
butandlica foi de 87,21, 55,01 e 58,01 pug/mL respectivamente, sendo que nas fracdes de acetato de etila
e n-butanol foram encontrados polifendis em concentragdes superiores a fracdo aquosa e ao extrato
bruto. Os resultados de ICso foram inferiores quando comparados ao acido ascorbico, que foi o
antioxidante padrdo utilizado (ICso= 34,10 pg/mL).

No estudo realizado por Magalhaes et al. (2011), os autores avaliaram a capacidade antioxidante
de diversos extratos das folhas, caules e frutos de M. salicifolia Reissek, e foi demonstrado que 0s
extratos das folhas produzidos com hexano, butanol e metanol, assim como o extrato do caule produzido
com hexano foram considerados inativos pelo método de DPPH. J& os extratos produzidos com acetato
de etila a partir de folhas, caule e polpa do fruto e com metanol a partir de caule e polpa dos frutos
apresentaram atividade significante em concentrages que variaram de 20 a 40 pg/mL.

Pereira Dos Santos et al. (2010) realizaram a analise da capacidade antioxidante de substancias
isoladas a partir do extrato produzido com as cascas da raiz de M. ilicifolia com diclorometano, pelo
método de DPPH. Os flavonoides testados (maitenina e pristimerina) apresentaram capacidade de
eliminar os radicais de 61,4 e 22,3% respectivamente, sendo que o composto usado como modelo foi a
rutina e apresentou uma capacidade de 82,0%.

Pessuto et al. (2009) realizaram estudos com as folhas de M. ilicifolia e determinaram ICs, para
a fracdo acetato de etila de um extrato bruto acetona: dgua (7:3 v/v) de 25,39 pg/mL. Esse valor difere
do encontrado no presente estudo, para a fracdo produzida nas mesmas condic¢des que foi 19,08 pg/mL.
Essa diferenca pode ser consequéncia da data da coleta, ja que a droga vegetal utilizada nos dois
trabalhados foi coletada em anos e épocas diferentes e essas diferencas podem afetar a constituicdo
metabolica na planta, interferindo nos constituintes que apresentam a atividade desejada. Gobbo-Neto e
Lopes (2007) afirmam que a época da coleta é um dos principais fatores de influéncia nos constituintes
da planta, j& que a natureza dos mesmos ndo é constante o ano inteiro, além disso a variacdo de
temperatura durante o ano pode interferir na producdo dos metabdlitos secundarios. Outro fator que
pode ter influenciado é a idade e o desenvolvimento da planta, que pode levar a variagdo da concentracdo

e da proporcao dos componentes dessa planta.
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5.4.2 FRAP (Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro)

Os valores da capacidade antioxidante pelo método de FRAP foram expressos em milimol de
equivalente de Trolox por grama de extrato e estdo apresentados na Tabela 7.

Os resultados obtidos para o ensaio de FRAP variaram de 0,77 a 5,40 mM de trolox/g de extrato.
O melhor resultado foi obtido com a FAE EB 2, com 5,40 mM de trolox/g de extrato, seguida da FAE
EB 4 (5,15 mM de trolox/g de extrato) e FAE EB 5 (4,52 mM de trolox/g de extrato). A fracdo que
apresentou pior capacidade antioxidante foi a FAQ EB 3 com 0,77 mM de trolox/g de extrato, seguida
da FnB EB 5 (1,07 mM de trolox/g de extrato).

Na reacédo de reducdo do ferro é utilizado um sal de ferro como oxidante (Fe(l11)(TPTZ).Cls),
sendo que seu potencial redox é comparavel ao ensaio de ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid)). O ensaio é realizado sob condicGes &cidas, pois o reagente FRAP utilizado € preparado
com um tampao acetato (pH 3,6). Nesse ensaio a variacdo da absorvancia encontrada é linearmente

proporcional a concentracdo de antioxidante (Huang et al., 2005).

Tabela 7. Capacidade antioxidante para o0 método de FRAP de extratos e fragdes semi purificadas de Maytenus
ilicifolia.
mM de Trolox/g

de Extrato B2 EB3 EB4 EB5

EB - 1,26+0,075 1,83+0,23 4,52+0.92
FAE 5,40+0,33 - 5,15+0,63 -

FnB - - - 1.07+0.09
FAQ - 0,77+0,18 - -

EB 2= extrato bruto etanol: dgua 50:50; EB 3= extrato bruto etanol: dgua 70:30; EB 4= extrato bruto etanol: agua

96:4; EB 5= extrato bruto acetona: gua 7:3.

Soobrattee et al. (2008) avaliaram diversas plantas de uso medicinal em Mauricio, dentre elas
duas pertencentes a familia Celastraceae, Cassine orientalis (Jacq.) Kuntze e M. pyria (Willemet) N.
Robson. Foram realizados ensaios para determinar o contelido fendlico dos extratos e a capacidade
antioxidante. No ensaio de FRAP os resultados foram de 584+5,24 e 190+0,87 uM de trolox/g do
extrato.

Pode-se concluir que os compostos extraidos do extrato bruto pelo solvente orgénico tém maior
capacidade de eliminar os radicais livres do que aqueles compostos de maior polaridade que
permanecem da fragdo aquosa do extrato.
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5.5 Caracterizacdo quimica de extratos semi purificados de Maytenus ilicifolia por UHPLC-
HRMS

Com base nos resultados obtidos nos ensaios anti-H. pylori e inibi¢cdo da enzima urease foram
escolhidas as duas melhores fragdes para fazer a caracterizagdo quimica. Por isso foram escolhidas a
FAEEB 2e FnB EB 5.

Para a anlise realizada no modo positivo da FAE EB 2 obteve-se o cromatograma apresentado
na figura 8 e para 0 modo negativo apresentado na figura 9.

As Tabelas 8 e 9 apresentam o tempo de retencdo das substancias da FAE EB 2 separadas pela

cromatografia, assim como o ion e os fragmentos correspondentes.
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Figura 8. Perfil cromatogréfico da FAE EB 2 (etanol: dgua 50:50) modo positivo. Condi¢des cromatogréficas:
coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250 mm de didmetro x 4,6 mm, 5um). Fase mével: dgua (acido foérmico
0,1%) A e acetonitrila (acido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25% B; 16 min 34% B; 20 min 42% B;
23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min 18% B; vazao 0,4 mL/min.

Tabela 8. Identificacdo dos compostos da FAE EB 2 (etanol: 4gua 50:50) detectados por UHPLC-HRMS —
modo positivo

Tempo de .
Pico ) lon [M+H]* Fragmentos principais Identificacdo
Retencdo (min)

1 3.75 104 104 n.i.

2 5.34 205 205 n.i.

3 8.53 579 127, 163, 289, 409 n.i.

4 8.87 307 139, 163, 223 (Epi)Galocatequina
5 10.64 579 127, 289, 409, 427 Procianidina B1

6 12.33 291 123, 139, 147, 165, 207 (Epi)Catequina
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7 13.76 563 107, 147, 167, 231, 273, 393  (Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina
8 14.24 851 127,231, 291, 427,579, 697  n.i.
9 14.78 851 127,273, 391, 563, 697 (Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina-
(Epi)Catequina
10 15.32 - n.i.
11 1551 741 85, 287, 449 Canferol-3-
Galactosideo-6-
Rhamnosideo-3-
Rhamnosideo
12 17.21 835 107, 231, 273, 391, 563, 681  (Epi)Afzelequina-
(Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina
13 21.34 563 107, 147, 231, 273, 409, 439, (Epi)Afzelequina-
545 (Epi)Catequina
14 21.71 565 85, 129, 287, 419 Canferol-rhamno-
pentosideo
*n.i.= composto néo identificado
=
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Figura 9. Perfil cromatogréfico da FAE EB 2 (etanol: 4gua 50:50) - modo negativo. Condig¢Ges cromatogréficas:
coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250 mm de diametro x 4,6 mm, 5um). Fase movel: agua (&cido férmico
0,1%) A e acetonitrila (acido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25% B; 16 min 34% B; 20 min 42% B;
23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min 18% B; vazao 0,4 mL/min.
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modo negativo
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Pico Tempo de- fon [M-HJ Fragmentos principais Identificacdo
Retenc¢ao (min)

1 5.29 151 89, 107 n.i.

2 7.07 133 89, 115 n.i.

3 8.50 191 85, 87, 111, 129 n.i.

4 8.83 305 109, 125, 139, 165, 219, (Epi)Galocatequina

237, 261
5 10.63 577 125, 151, 245, 289, 407, Procianidina B2
425, 451

6 12.29 289 109, 179, 203, 245 (Epi)Catequina

7 13.70 561 125, 289, 435 (Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina

8 14.25 387 89, 119, 161, 179, 341 n.i.

9 14.77 849 125, 289, 407, 559, 679 (Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina-
(Epi)Catequina

10 15.31 833 125, 239, 407, 543 (Epi)Afzelequina-
(Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina

11 15.51 739 284 Canferol-3-
Galactosideo-6-
Rhamnosideo-3-
Rhamnosideo

12 17.17 577 125, 161, 289, 407 (Epi)Catequina-
(Epi)Catequina

13 21.31 561 289, 435 (Epi)Afzelequina-
(Epi)Catequina

14 21.71 563 284 Canferol-rhamno-

pentosideo

*n.i.= composto ndo identificado.

A anélise da FnB EB 5 por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas forneceu os cromatogramas apresentados na figura 10 e 11 para 0s modos positivo e negativo,

respectivamente. Os dados sobre os picos presentes nos cromatogramas como tempo de retencdo das
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substancias, ion, fragmentos correspondentes e identificacdo estdo apresentados nas Tabelas 10 para o

modo positivo e 11 para 0 modo negativo.
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Figura 10. Perfil cromatogréfico da FnB EB 5 (acetona: &gua 7:3, v/v) - modo positivo. Condigdes
cromatograficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250 mm de didmetro x 4,6 mm, 5um). Fase mével: dgua
(&cido férmico 0,1%) A e acetonitrila (acido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25%B; 16 min 34% B; 20
min 42% B; 23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min 18% B; vazdo 0,4 mL/min.

Tabela 10. Identificacdo dos compostos da FnB EB 5 (acetona: agua 7:3, v/v) detectados por UHPLC-HRMS —
modo positivo

Tempo de B
Pico ) lon [M*H*] Fragmentos principais Identificacdo
Retencdo (min)
1 3.43 127 84,99, 118 n.i.
2 3.76 104 82 n.i.
3 4.61 268 136 n.i.
4 5.10 183 91, 99, 136, 165 n.i.
5 5.28 205 147 n.i.
6 5.97 287 n.i.
7 6.33 226 85, 103, 124, 180 n.i.
8 6.51 233 n.i.
9 7.12 522 86, 382, 452 n.i.
10 8.47 215 156 n.i.
11 13.40 757 85, 147, 303, 465 Quercetina-3-0-o-L-

rhamnopiranosil(1-2)-

B-D-glucopiranosideo-
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12 15.48

741

85, 147, 287, 449

7-0-0-L-
rhamnopiranosideo
Canferol-3-
Galactosideo-6-
Rhamnosideo-3-

Rhamnosideo

*n.i.= composto ndo identificado
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Figura 11. Perfil cromatografico da FnB EB 5 (acetona: agua 7:3, v/v) - modo negativo. Condicdes
cromatograficas: coluna Phenomenex®, Gemini C-18 (250 mm de didmetro x 4,6 mm, 5um). Fase movel: dgua
(&cido férmico 0,1%) A e acetonitrila (&cido férmico 0,1%) B; 0 min 18% de B; 13 min 25% B; 16 min 34% B;
20 min 42% B; 23 min 65% B; 25 min 18% B; 28 min 18% B; vazdo 0,4 mL/min.

Tabela 11. Identificacdo dos compostos da FnB EB 5 (acetona: agua 7:3, v/v) detectados por UHPLC-HRMS —

modo negativo.

] Tempo de B Fragmentos o
Pico ) lon [M-H] o Identificagéo
Retencéo (min) principais
1 3.42 387 89,119, 179, 272 n.i.
2 3.77 387 89, 119, 179, 341 n.i.
3 5.30 151 89, 107, 119, 133 n.i.
4 5.97 309 103, 113, 173 n.i.
5 6.38 105 n.i.
6 6.52 209 85, 99, 111, 129,159  n.i.
7 6.79 267 85, 113, 165 n.i.
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85, 111, 129, 147,

8 7.12 223 n.i.
205

9 8.52 191 87,111, 129 n.i.

10 11.22 203 79, 97, 115, 141 n.i.

Quercetina-3-0O-a-L-
rhamnopiranosil(1-2)-

11 13.43 755 300 B-D-glucopiranosideo-
7-O-0-L-
rhamnopiranosideo
Canferol-3-

12 15.49 739 284 Galactosideo-6-
Rhamnosideo-3-

Rhamnosideo

*n.i.= composto ndo identificado

Na FAE EB 2 foram caracterizados alguns taninos como (epi)catequina, procianidina,
(epi)galocatequina, e alguns dimeros como (epi)afzelequina-(epi)catequina, (epi)catequina-
(epi)catequina, e trimeros como (epi)afzelequina-(epi)afzelequina-(epi)catequina, (epi)afzelequina-
(epi)catequina-(epi)catequina.

Esses resultados podem representar que a atividade apresentada pelas fragOes esté relacionada
aos compostos fendlicos, ja que diversos autores demonstraram que a razdo da atividade de extratos de
plantas se d& pela presenca desses compostos.

Ao longo dos anos diversos trabalhos tém demonstrado a presenca de flavonoides e taninos em
extratos de M. ilicifolia, os quais sdo considerados responsaveis pela atividade biolégica (Martins et al.,
2003).

A presenca de epicatequina em extratos de M. ilicifolia ja foi constatada em diversos estudos
gue separaram e quantificaram epicatequina a partir de extrato aquoso de folhas de M. ilicifolia (Soares
et al., 2004; Lopes et al., 2010; Marcucci et al., 2013).

De Souza et al. (2008) realizaram o isolamento e caracterizacdo do extrato aquoso das folhas
de M. ilicifolia e encontraram dentre os compostos epicatequina, que foi identificada por comparacéo
com um padrdo do composto. Além de mondmeros foram identificados diversos dimeros e trimeros,
assim como os caracterizados pelo presente estudo.

Leite et al. (2010) isolaram epicatequina a partir de extrato hexanico de folhas de M. ilicifolia.
Pessuto et al. (2009) isolaram a partir de extrato acetona: agua (7:3, v/v) de folhas de M. ilicifolia
diversos compostos, dentre eles epicatequina, procianidina B1 e B2.
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Estes dados confirmam a caracterizagdo desses compostos propostos no presente trabalho, j&
gue as mesmas substancias foram isoladas e caracterizadas em diversos trabalhos realizados com a
espécie.

Foram caracterizados no presente estudo flavonoides glicosilados como: canferol-rhamno-
pentosideo, canferol-3-galactosideo-6-rhamnosideo-3-rhamnosideo e quercetina-3-0-a-L-
rhamnopiranosil(1-2)-B-D-glucopiranosideo-7-O-a-L-rhamnopiranosideo.

Inimeros trabalhos tém relatado a presenca de flavonoides glicosilados em espécies de
Maytenus. Sannomiya et al. (1998) identificaram um flavonoide glicosilado presente na infuséo aquosa
de folhas de M. aquifolium. Vilegas et al. (1999) caracterizaram dois flavonoides tetrassacarideos a
partir de infusdo aquosa das folhas de M. aquifolium.

Leite et al. (2001) demonstraram a ocorréncia de quatro flavonoides glicosilados em M.
aquifolium e M. ilicifolia, sendo compostos de 3-O-glicosideos da quercetina e do canferol. Leite et al.

(2010) isolaram outros compostos tri-glicosilados de infusdo das folhas de M. iliciofolia.

6 Conclusao

Com este estudo foi possivel tracar um perfil de diferentes extratos produzidos a partir do
material vegetal de um mesmo individuo. Foi possivel propor o0 melhor método de extracdo com base
no rendimento de cada extrato e na concentracéo de epicatequina em cada extrato. Sendo assim pode-se
concluir que o melhor sistema de extracdo sdo a mistura etanol: 4gua 50:50 (v/v) e acetona: agua 7:3
(v/v).

As amostras que apresentaram melhor atividade inibitoria contra a bactéria H. pylori foram as
fracOes acetato de etila dos extratos produzidos com etanol: dgua 50:50 e acetona: agua 7:3, e a fracdo
n-butandlica do extrato acetona: agua 7:3. No teste da inibicdo da enzima urease foi observada a maior
porcentagem de inibicdo na fracdo n-butandlica do extrato de acetona: agua 7:3, seguida da fracdo
acetato de etila do extrato de etanol: 4gua 50:50. Com isso pode-se concluir que a M. ilicifolia apresenta
atividade anti-Helicobacter pylori.

Quando testada a capacidade antioxidante os melhores resultados foram para algumas fragdes
acetato de etila e os piores resultados para fracdo aquosa. Foram detectados diversos compostos
fendlicos como epicatequina, procianidinas B1 e B2, dimeros e trimeros mono e diidroxilados no anel
B de taninos condensados e também flavonoides glicosilados.

Este trabalho permitiu a identificacdo de alguns compostos presentes nas folhas de M. ilicifolia,

atestar a capacidade antioxidante de alguns extratos, bem como observar a atividade anti-H. pylori.
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