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RESUMO 

Helicobacter pylori é uma bactéria Gram-negativa capaz de sobreviver ao 

ambiente gástrico e possui forte influência sobre o desenvolvimento de 

doenças estomacais como gastrite, úlceras pépticas e até mesmo câncer 

gástrico. Plectranthus barbatus (Falso-boldo) e Vernonia condensata (Boldo-

baiano), são espécies de plantas medicinais amplamente utilizadas na 

medicina tradicional brasileira para distúrbios gástricos, no entanto, não há 

relatos científicos da atividade dessas espécies vegetais frente H. pylori. Assim, 

este estudo objetivou avaliar as atividades anti-H. pylori, gastroprotetora, 

imunomoduladora e antioxidante de extratos e frações destas espécies, assim 

como avaliar o perfil fitoquímico das espécies. O perfil fitoquímico foi avaliado 

através de ensaio fitoquímico preliminar, doseamento de fenóis totais e 

flavonoides e espectrometria de massas. A atividade gastroprotetora foi 

avaliada in vivo frente a modelo agudo de úlcera induzido por etanol. A 

atividade anti-H. pylori foi realizada através da determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM), bactericida mínima (CBM), análise morfológica por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e inibição da urease. Avaliou-se 

também a atividade imunomoduladora das amostras através da detecção de 

óxido nítrico e citocinas (TNF-α, IL-1β, e IL-6) liberadas por macrófagos. Por 

fim, a ação antioxidante foi verificada frente a radicais artificiais (DPPH e 

ABTS•+) e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (O2
-, HOCl, H2O2 e NO). O 

tratamento oral com os extratos de ambas as espécies vegetais indicam 

gastroproteção variando de 58 a 78%. Os resultados para atividade anti-H. 

pylori foram promissores apenas para a espécie P. barbatus apresentando CIM 

de 512 µg/mL para extrato aquoso e 256 µg/mL para fração acetato de etila 

(AcOEt) e ainda CBM para fração AcOEt na concentração de 1024 µg/mL. A 

análise por MEV da fração AcOEt demonstrou influência sobre a parede celular 

de H. pylori. Os resultados da atividade antioxidante foram considerados 

significativos para ambas as espécies, frente aos radicais artificiais e também 

para as espécies reativas O2
- (CE50: 32 – 72 µg/mL) e HOCl (CE50: 53 – 85 

µg/mL). Nos resultados de atividade imunomoduladora, houve inibição da 

produção de citocinas para ambas as espécies em estudo, porém a espécie V. 

condensata demonstrou ter o maior potencial anti-inflamatório por inibir o NO e 



 

 

as citocinas testadas de forma dose-dependente, em macrófagos estimulados 

por LPS (28 -88% de inibição). Ambas espécies apresentaram quantidade 

significativa das classes químicas flavonoides e fenóis totais. Além disto P. 

barbatus apresentou diferentes diterpenos como o plectrin, abietano 

hidrolisado, barbatusina, 3β-hidroxi-3deoixibarbatusina e ciclobutatosina e 

também os polifenois coleosídeo B e ácido rosmarinico. De modo geral, a 

espécie P. barbatus, em especial sua fração AcOEt demonstrou ser promissora 

para emprego futuro na prevenção e tratamento da infecção por H. pylori. 

Palavras chave: Plectanthus barbatus, Vernonia condensata, Helicobacter 

pylori, gastroproteção, imunomodulação, antioxidante.



 

 

ABSTRACT 

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacteria capable to survive the gastric 

environment and has a great influence in the development of many gastric 

diseases, like gastritis, peptic ulcers and even the gastric cancer. Plectranthus 

barbatus (Falso-boldo) and Vernonia condensata (Boldo-baiano) are species of 

medicinal plants with a wide traditional use in Brazil for the treatment of gastric 

injuries, however, none scientific reports have been described about the activity 

against H. pylori. Thus, this study aimed to determine the anti-H. pylori activity, 

gastroprotection activity, immunomodulation activity, antioxidant activity and 

phytochemical profile of extracts and fractions of these species. The 

phytochemical profile was evaluated through preliminary phytochemical assay, 

polyphenols and flavonoid content assays and mass spectrometry. The 

gastroprotective was measured by in vivo ulcer model induced by ethanol. The 

anti-H. pylori activity was made by minimal inhibitory and bactericidal 

concentration (MIC and MBC) and urease inhibition activity. The 

immunomodulatory activity was measured by detection of nitric oxide and 

cytokines (TNF-α, IL-1β and IL-6) released from LPS stimulated macrophages. 

Furthermore, was made the inhibitory potential against the artificial radicals 

(DPPH and ABTS•+) and oxygen and nitrogen reactive species (O2
-, HOCl, H2O2 

and NO). The oral treatment with the extracts from both species shows 

gastroprotection ranging 58 – 78%. The anti-H. pylori results was significant 

only for the P. barbatus species, which showed an MIC of 256 µg/mL for the 

ethyl acetate fraction (AcOEt) and 512 µg/mL for the aqueous extract. 

Furthermore, the AcOEt fraction showed MBC of 1024 µg/mL. The results of the 

antioxidant capacity were significant for both species against the artificial 

radicals as well to the reactive oxygen species: O2
- (IC50: 32 – 72 µg/mL) and 

HOCl (IC50: 53 – 85 µg/mL). For the results of immunomodulatory activity, was 

possible to realize anti-inflammatory capacity in both species, but, the V. 

condensata showed greater potential and managed to decrease the productions 

of NO and cytokines, in a dose-response way, in the LPS stimulated 

macrophages (28 – 88 % of inhibition). Both species showed significant 

amounts of flavonoids and polyphenols. In addition, P. barbatus presented 

different diterpenes such as plectrin, hydrolyzed abietane, barbatusin, 3β-



 

 

hydroxy-3deoxybarbatusin and cyclobutatusin as well the polyphenols coleoside 

B and rosmarinic acid. Altogether, the P. barbatus species, in special your 

AcOEt fraction, proved to be promising for future use in the prevention and 

treatment of H. pylori infections, because in addition to the inhibition of growth 

of H. pylori capacity, it also showed promising gastroprotective, 

immunomodulatory and antioxidant activity. 

Key words: Plectanthus barbatus, Vernonia condensata, Helicobacter pylori, 

gastroprotective, immunomodulatory, antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos as doenças gastrointestinais, como gastrite crônica, 

úlceras péptica, adenocarcinoma e linfoma gástrico do tecido linfóide associado 

à mucosa (MALT), tem atraído atenção de pesquisadores devido a um grande 

número de casos. Por ano, cerca de 1 milhão de casos de câncer gástrico são 

relatados, sendo o tipo de câncer mais comum na Ásia oriental e o quinto mais 

comum no mundo. Mais de 70% dos casos de câncer gástrico ocorrem em 

países em desenvolvimento, incluindo desta forma o Brasil e grande parte dos 

países da América do Sul. Ainda, o câncer gástrico é a segunda maior causa 

de morte relacionada a câncer no mundo, sendo que, aproximadamente 

700.000 pessoas morrem por ano (FERLAY et al., 2010; HU et al., 2015; 

KARIMI et al., 2015). Além disto, o tratamento de doenças associadas, direta 

ou indiretamente, a formação de úlceras pépticas, possuem custo considerável 

(movimentação de valores superiores a 9 bilhões de dólares nos Estados 

Unidos em 2012) e embora os tratamentos convencionais sejam capazes de 

reduzir as ulcerações, a recorrência das mesmas alcança margem entre 60 à 

100% em um ano pós-tratamento (PATEL et al., 2012). 

 A formação inicial das úlceras pépticas é vista como multifatorial e 

resultam de um desbalanço entre os mecanismos protetores da mucosa e 

fatores agressivos. Dentre os mecanismos protetores encontram-se: muco, 

secreção de bicarbonato, produção de prostaglandinas, óxido nítrico, etc. Já os 

fatores agressivos podem ser provenientes do hospedeiro (como hipersecreção 

gástrica presente na Síndrome de Zollinger-Ellison), mas, majoritariamente do 

ambiente (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009). Dentre os fatores 

agressivos externos, ressalta-se aqueles que são comuns na sociedade 

moderna, como por exemplo: fumo, consumo de álcool, estresse, deficiências 

nutricionais, consumo excessivo de sal, ingestão de antiinflamatórios não-

esteroidais e, principalmente, infecções pelo microrganismo Helicobacter pylori 

(DONG; KAUNITZ, 2006; HU et al., 2015; WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 

2010). 

Helicobacter pylori é uma bactéria Gram-negativa, não invasiva e não 

esporulante, que possui forma espiralada e flagelos de motilidade. 
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Aproximadamente metade da população mundial é colonizada por H. pylori, 

tendo prevalência de 40% em países desenvolvidos e acima de 80% em países 

em desenvolvimento (WATARI et al., 2014). A contaminação por H. pylori é 

dada principalmente pelas vias oral-oral e fecal-oral, tendo desta forma, forte 

influência do saneamento básico. As infecções são mais comuns nos primeiros 

5 anos de vida e podem durar por tempo indefinido, a menos que tenha 

tratamento adequado (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006; PEEK; 

BLASER, 2002; WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). Apesar da descoberta 

em 1982 por Barry Marshall e John Warren, estudos indicam que esta bactéria 

coexiste com humanos a cerca de 58.000 anos (LINZ et al., 2007). Mais tarde, 

em 2005, os mesmos pesquisadores receberam o prêmio Nobel de medicina 

por descobrirem a existência da relação entre infecção por H. pylori e 

desenvolvimento de úlceras pépticas, abrindo portas para diversas pesquisas 

neste campo.  

Das várias características peculiares do H. pylori, a capacidade de 

sobreviver à acidez do ambiente gástrico é a mais marcante, podendo manter-

se no ambiente estomacal por décadas. Isto se dá, principalmente, ao fato 

desta espécie produzir urease, enzima que converte uréia (CH4N2O) em 

amônia (NH3), criando assim, um ambiente neutro ao redor da bactéria (Figura 

1). Sabendo que a infecção por H. pylori estimula um influxo de células de 

defesa como neutrófilos gerando um stress oxidativo, o excesso de NH3 pode 

reagir com ácido hipocloroso (HOCl) liberado pela mieloperoxidase de 

neutrófilos ativados gerando monocloramina (NH2Cl), que por sua vez, possui 

potencial carcinogênico e pode ser associada ao desenvolvimento de câncer 

gástrico mediado pela infecção por H. pylori (MONTECUCCO; RAPPUOLI, 

2001; SUZUKI et al., 2011; WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010).  
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Figura 1 - Micrografia de H. pylori e atuação da urease sob a quebra de ureia em amônia e gás 

carbônico (adaptado de MONTECUCCO; RAPPUOLI, 2001). 

Além da urease, H. pylori possui diversos fatores de virulência que 

facilitam sua sobrevida e o desenvolvimento de danos gástricos, entre eles: as 

proteínas de ativação de neutrófilo de H. pylori (HP-NAP), proteínas expressas 

pelos genes VacA e CagA (Figura 2) e enzimas que promovem proteção contra 

o estresse oxidativo mediado por células de defesa (neutrófilos e macrófagos), 

como arginase (Arg), catalase (Cat) e superoxido dismutase (Sod) (SUZUKI et 

al., 2011; WANG et al., 2008).  

As HP-NAPs possuem utilidade bacteriana como adesina, mas também, 

como o próprio nome diz, possuem caráter altamente antigênico e atuam 

induzindo produção de espécies reativas de oxigênio e quimiotaxia e adesão 

de células mono e polimorfonucleares, promovendo, dessa forma: danos 

oxidativos, alto influxo celular e iniciação do processo inflamatório (WANG et 

al., 2008). Ainda, as HP-NAPs levam a uma liberação aumentada de citocinas 
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pró-inflamatórias por macrófagos como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) (MONTEMURRO et al., 2001). 

A proteína citotoxina de vacuolização A (VacA), produzida pelo gene de 

mesmo nome, possui diversas atuações sobre o epitélio gástrico, nas quais 

auxiliam a infecção por H. pylori. Dentre os efeitos de tal proteína, destaca-se a 

capacidade de desfazer ligações intercelulares e criar vacúolos, 

desestabilizando o epitélio e levando a morte celular. Fujikawa et al. (2003) 

demonstraram que tal ação parece estar intimamente ligada a sua atuação sob 

proteínas tirosina fosfatase tipo receptor, uma vez que adição da proteína VacA 

em ratos leva a um intenso sangramento gástrico, e em contrapartida, animais 

knockout que não expressam proteínas tirosina fosfatase tipo receptor, não 

apresentam danos mediados pela administração de VacA. Além disto, VacA 

está relacionada a um aumento de efluxo de uréia das células para o lúmen 

gástrico, intensificando a atividade da enzima urease de H. pylori, facilitando 

sua colonização (TOMBOLA et al., 2001). 

A citotoxina associada ao gene A (CagA) é considerada de suma 

importância para o desenvolvimento do processo patológico por H. pylori uma 

vez que cepas não produtoras de CagA não causam gastrites intensas nem 

mesmo formação de úlceras em modelos animais (OGURA et al., 2000; 

PARSONNET et al., 1997). Esta proteína é introduzida nas células do epitélio 

gástrico através de um sistema de secreção tipo IV, que como uma agulha, 

injeta proteínas do conteúdo intracelular bacteriano (CagA e muito 

provavelmente outras proteínas não elucidadas) na célula hospedeira, atuando 

diretamente sobre diversas funções celulares, tendo como principal ação a 

estimulação de liberação de IL-8 e assim, estimulando intensamente o sistema 

imunológico (CRABTREE et al., 1995; MONTECUCCO; RAPPUOLI, 2001). 

Embora os fatores responsivos por tal ação não sejam totalmente esclarecidos, 

a ativação de fatores de transcrição nuclear como fator nuclear kappa B (NF-

κB) e proteína ativadora 1 (AP1) e até mesmo ativação direta da fosfolipase A2 

já é documentada (NAUMANN et al., 1999; POMORSKI; MEYER; NAUMANN, 

2001). 
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Figura 2 - Atuação das proteínas HP-Nap, CagA e VacA sobre o epitélio gástrico e 

recrutamento celular (adaptado de MONTECUCCO; RAPPUOLI, 2001). 

Neste sentido um dos principais fatores que influenciam a patogênese 

induzida por H. pylori, é a inflamação gástrica (Figura 3). A ativação da 

resposta imune celular pela presença do microrganismo pode resultar no 

controle de crescimento do mesmo, mas, por outro lado, inicia um processo 

inflamatório causando a liberação de citocinas e espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs), que ocasionam diversos danos e possuem 

considerável associação com o desenvolvimento de câncer (Figura 4) 

(ARAVINDARAM; YANG, 2010; WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). 
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Figura 3 - Endoscopias de mesmo paciente antes e depois do tratamento de H. pylori. (A) 

Estômago antes de tratamento com dobras estomacais dilatadas e inflamação notável. (B) 

Estômago pós-tratamento de H. pylori com dobras estomacais normais (retirado de SUZUKI et 

al., 2010). 
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Figura 4: Esquema resumido da patogênese da infecção por H. pylori (adaptado de; 

WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). 

Dentre as citocinas liberadas na inflamação induzida por H. pylori, 

destacam-se as pró-inflamatórias, como o TNF-α e as interleucinas 1β, 6 e 8. 

Além de recrutar mais células inflamatórias, as citocinas TNF-α e IL-1β têm 

atuação direta sobre células parietais do estômago, causando inibição da 

bomba de prótons (H+ K+ ATPase), diminuindo, assim, a liberação de ácido. 

Este decréscimo na acidez estomacal facilita a colonização por H. pylori, 

intensificando o quadro patológico (Figura 5). Desta forma, alguns autores 

relatam que pacientes que possuem polimorfismos que expressam maior 

quantidade de TNFα e IL-1β, estão propensos a um pior prognóstico para esta 

infecção (EL-OMAR et al., 2003). Além disso, estas citocinas induzem a 
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atividade da óxido nítrico sintase (NOS), produzindo grandes quantidades de 

óxido nítrico (NO) (LOPES, 2004). 

 

Figura 5 - Atuação das citocinas TNFα e IL-1β sobre as células parietais do estômago levando 

ao bloqueio da bomba de H
+
K

+
 ATPase (adaptado de WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). 

A atuação da NOS em macrófagos está diretamente relacionada ao 

mecanismo de controle do crescimento de H. pylori (GOBERT et al., 2001; 

HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998). Entretanto, uma produção 

exacerbada de NO promove inibição de enzimas do hospedeiro, como 

aconitase, citocromo C oxidase e ribonucleotídeo redutase e também, atua 

como precursor na formação de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) como o 

peroxinitrito (ONOO-), que por sua vez, é um forte agente oxidante que pode 

interagir com tirosina e cisteína das proteínas, danificando as mesmas e 

causando danos celulares (LOPES, 2004). H. pylori, entretanto, possui a 

enzima arginase, que diminui a produção de NO, pois compete pelo mesmo 

substrato que a NOS, a L-arginina, tendo desta forma uma atividade protetora 

indireta frente a esta espécie reativa (GOBERT et al., 2001). Esta diminuição 

de NO diminui os danos oxidativos gerados às células do epitélio gástrico, mas, 

facilita a sobrevivência da bactéria, colocando assim, o NO em função 
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paradoxal neste contexto. Ainda, a arginase atua na produção de uréia a partir 

da L-arginina, intensificando a atividade da urease e facilitando a colonização 

bacteriana no inóspito ambiente gástrico (Figura 6) (GOBERT et al., 2001).  

 

Figura 6 - Esquema da atuação da argniase catalisando L-arginina em uréia (adaptado de 

WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). 

Agravando ainda mais o processo inflamatório, a atuação de neutrófilos 

e fagócitos mononucleares, ocasiona um processo denominado de burst 

respiratório, com geração de grande quantidade de EROs. Dentre estas 

espécies reativas, podemos citar o aniôn superóxido (O2
•−), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), radical hidroxil (•OH) e o ácido hipocloroso (HOCl), que 

possuem importante atividade microbicida mas também causam danos em 

diversas estruturas celulares, como membrana, organelas e até mesmo DNA. 

Estas moléculas geradas no burst oxidativo, possuem alta reatividade e tempo 
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de meia vida muito curto, tendo uma ação comumente próxima ao local de sua 

produção e baixa seletividade de alvo de atuação, ocasionando desta forma 

uma conturbação no crescimento do agente infeccioso, mas, também sobre 

células do hospedeiro (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; VALKO 

et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007). 

Entretanto, H. pylori apresenta mecanismos de resistência a danos 

oxidativos de uma inflamação crônica. Inicialmente, o H. pylori apresenta 

enzimas antioxidantes como a catalase e superoxido dismutase que 

promovem, direta ou indiretamente, a estabilização de espécies reativas 

formadas em moléculas inertes (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006). 

Ainda, Allen et al. (2005) demonstraram que, apesar de H. pylori induzir um 

forte burst oxidativo em neutrófilos, consegue simultaneamente modular o 

complexo enzimático responsivo pela produção das EROs microbicidas, a 

NADPH-oxidase. O H. pylori atua de tal modo que os O2
•− formados sejam 

liberados no meio extracelular e não dentro dos fagossomos contendo H. pylori. 

Especificamente, esses fagossomos não recrutam ou retêm de forma eficiente 

os componentes citosólicos (subunidades p47phox e p67phox) da NADPH-

oxidase. Os resultados desse estudo sugerem que o desvio de subunidades da 

NADPH-oxidase para longe do fagossoma contendo o H. pylori, pode estar 

ligado a alterações nos grânulos de segmentação. Desta forma, o H. pylori tem 

a capacidade única de interromper a resposta imune inata através de seus 

efeitos sobre a NADPH-oxidase.  

Devido às grandes quantidades de EROs e ERNs que são liberadas por 

neutrófilos e macrófagos recrutados, é intensificada a hipótese de que os 

danos no tecido gástrico e ulcerações causados por o H. pylori, são, em partes, 

consequência da intensa ativação de neutrófilos e consequentemente alta 

produção de espécies reativas (ALLEN et al., 2005; BONACORSI et al., 2013). 

Adicionalmente, OH et al. (2005) demonstraram que a administração de α-

tocoferol (molécula com alto potencial antioxidante) em ratos infectados por H. 

pylori, submetidos a estresse, reduziu significantemente as lesões e 

hemorragias estomacais. 

A formação excessiva de EROs e ERNs está envolvida na patogênese 

de várias doenças humanas, tais como disfunção cerebral, doenças do 

coração, câncer, processos inflamatórios e até mesmo no processo de 
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envelhecimento (AFANAS’EV, 2010; AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014; 

VALKO et al., 2006). A produção exacerbada de EROs é proveniente de 

diversas situações, entre elas: exposição a elevadas concentrações de O2, na 

presença de toxinas ou excessiva ativação de sistemas fisiológicos. Além 

disso, o contato com fontes exógenas de radicais livres (álcool, poluição 

ambiental, tabagismo, agrotóxico) intensificam os danos (AFANAS’EV, 2010). 

Esta excessiva atuação de espécies reativas é denominada de estresse 

oxidativo, um processo considerado nocivo e que pode ser um importante 

mediador de danos nas estruturas celulares (NORDBERG; ARNÉR, 2001; 

VASCONCELOS et al., 2007).  

Mediante os danos gerados por espécies reativas, nosso organismo 

conta com atuação protetora proveniente de antioxidantes. Esses agentes 

protegem as células contra os efeitos das EROs e podem ser classificados em 

antioxidantes enzimáticos ou não-enzimáticos (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

Além destes, o organismo conta ainda com compostos antioxidantes exógenos, 

provenientes principalmente da dieta e que estão presentes em várias espécies 

de plantas medicinais. Neste sentido, surge o interesse de intensificar as 

defesas contra as EROs, utilizando-se de produtos naturais, vistos que são 

potenciais fontes de antioxidantes, pois possuem uma grande variedade de 

substâncias que podem atuar em sinergismo na proteção das células e tecidos 

(BIANCHI; ANTUNES, 1999; DJERIDANE et al., 2006; NUNES, 2012).  

Atualmente, o tratamento da infecção por H. pylori consiste em uma 

tripla terapia contendo dois antibióticos (podendo variar entre amoxicilina, 

claritromicina, metronidazol, levofloxacino e tetraciclina) e um inibidor da 

bomba de prótons (comumente o lansoprazol) (COELHO et al., 2013). Este 

tratamento além de ter custo elevado, tem sido relacionado a diversos efeitos 

colaterais e a uma difícil adesão devido ao número elevado de medicamentos. 

Além disso, especialistas tem alertado para uma grande incidência de 

desenvolvimento de resistência bacteriana (GRAHAM; FISCHBACH, 2010).  

Em decorrência do aumento de resistência de H. pylori, diversos estudos 

vêm sendo realizados para o desenvolvimento de novos medicamentos que 

possam atuar como opção terapêutica para o tratamento (ECCLISSATO et al., 

2002). Nesta linha, a maior parte das recentes pesquisas analisa extratos 

vegetais de uso popular. Estes estudos se baseiam nos conhecimentos 
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etnobotânicos e etnofarmacológicos, bem como no estudo da fitoquímica, que 

permite a avaliação dos princípios químicos e propriedades farmacológicas das 

plantas medicinais que foram utilizados durante centenas de anos por povos 

primitivos (CRAGG; NEWMAN, 2014). 

Neste sentido, espécies como Plectranthus barbatus e Vernonia 

condensata, que são amplamente utilizadas na medicina tradicional para 

tratamento de disturbios gástricos, são vistas como possiveis fontes de 

substâncias de interesse e alternativas de tratamento. 

 Plectranthus barbatus (Figura 7) é uma espécie vegetal pertencente à 

família Lamiaceae encontrada na África, Ásia e América do Sul. Conhecida no 

Brasil como ''falso-boldo", esta espécie é utilizada na  preparação de chás das 

folhas, sendo que tem indicação principal para tratamento de problemas 

digestivos (FALÉ et al., 2009; LORENZI E MATOS 2002). Ensaios 

farmacológicos realizados por Fischman et al. (1991), utilizando extrato aquoso 

das folhas de P. barbatus, mostraram ação hipossecretora gástrica, e que teve 

ação não só diminuindo o volume de suco gástrico, mas também sua acidez, 

sendo que esta informação intensificou a justificativa do uso popular da planta. 

Estudos mais recentes têm demonstrado ainda, que extratos etanólicos e 

frações, possuem atividade antiinflamatória e antibacteriana (ARAÚJO et al., 

2014; KAPEWANGOLO; HUSSEIN; MEYER, 2013). 
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Figura 7 - Plectranthus barbatus (Retirado de LORENZI e MATOS, 2002). 

Entre os principais compostos já isolados de diferentes partes da planta, 

encontram-se diterpenóides e óleos essenciais, mas estudos demonstram 

também presença de flavonoides, saponinas, antraquinonas e taninos. Dentre 

os princpais diterpenóides (Figura 8), encontra-se a barbatusina, que está em 

maior quantidade na planta e que tem atividade antitumoral comprovada. Ainda 

entre os diterpenóides, P. barbatus possui em suas raízes o forskolin (também 

denominado de coleonol), uma substância que ganhou grande interesse de 

industrias farmacêuticas, uma vez que demonstrou diversas atividades 

biológicas, como: atividade hipotensiva, potente ação inotrópica positiva, 

estimulador da adenilato ciclase, inibidor de agregação plaquetária, potente 

agente antimetástase e broncodilatador (AGAWAL; PARKS JR, 1982; 

ALBUQUERQUE et al., 2007; BHAT et al., 1983). Além disso, outros 

diterpenóides, com diversas atividades biológicas comprovadas, já foram 

registrados, entre eles o cariocal, coleon S, plectrin, ciclobutatusina e 3β-

hidroxi-3-deoxibarbatusina. (ALASBAHI; MELZIG, 2010a). Ressalta-se 

também, um diterpeno do tipo abietano denominado de plectrinona A que 

possui atividade inibidora da bomba de prótons (H+, K+ -ATPase) confirmada 

por Schultz et al. (2007) que intensificou a indicação de P. barbatus para 

tratamento de distúrbios gástricos. Os óleos essenciais encontrados nas folhas, 
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contam com constituintes como guaieno, fenchona, alfa-pineno, eremofileno, 

mirceno, limoneno, nerolidol e farnesol (ALASBAHI; MELZIG, 2010). 

 

Figura 8 - Estruturas químicas de Barbatusina (A), forscolina (B) e plectrinona A (C): 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; PATEL, 2010 e SCHULTZ et al., 2007). 

 Vernonia condensata (Figura 9) é uma espécie vegetal pertencente à 

família Asteraceae e que é muito distribuída no Brasil, onde é conhecida como 

“boldo-baiano”. Na medicina popular, as folhas desta espécie são utilizadas 

para preparação de chás, com indicação para tratamentos de distúrbios 

gástricos e hepáticos. Estudo realizado por Frutuoso et al. (1994) demonstrou 

que os extratos das folhas: aquoso e sua fração polar, possuem atividade 

analgésica e antiulcerogênica. Além disso, Silva et al. (2011) confirmaram 

significativa atividade antiinflamatória para extratos etanólicos das folhas, 

utilizando metodologias de indução de edema e pleurisia por carragenina. 

Monteiro et al. (2001) avaliaram a toxicidade de extratos aquosos das folhas e 

concluíram que os extratos possuem baixa toxicidade aguda e não apresenta 

riscos mutagênicos e teratogênicos. 
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Figura 9 - Vernonia condensata (Retirado de LORENZI e MATOS, 2002). 

É documentado a presença de saponinas, glicosídeo cardiotônico, 

taninos, esteróides, polifenóis e óleos essenciais. Uma das substâncias já 

isoladas é o esteróide glicosilado vernoniosídeo B2 (Figura 10), encontrado 

também na espécie V. amygdalina, que possui atividade analgésica e anti-

inflamatória (VALVERDE et al., 2001).  

 

Figura 10 - Estrutura química de vernoniosídeo B2 (VALVERDE et al., 2001). 

 Adicionalmente, ambas as espécies, P. barbatus e V. condensata, 

constam na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS 

(RENISUS). A finalidade da RENISUS é orientar estudos e pesquisas que 
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possam subsidiar a elaboração da lista de plantas medicinais e fitoterápicos a 

serem disponibilizados para uso da população, com segurança e eficácia para 

o tratamento de determinada doença. Ainda, a Política Nacional de Práticas 

Integrativas e Complementares no SUS, através da Portaria 971 de 3 de maio 

de 2006, enfatiza o uso da Fitoterapia. Assim, o presente trabalho justifica-se 

pela necessidade de estudos que ampliem o conhecimento sobre o uso dessas 

espécies vegetais, tendo em vista o amplo uso destas plantas pela medicina 

popular (BRASIL, 2006). 

Considerando que 80-90% da população dos países em 

desenvolvimento são portadores da bactéria H. pylori, sendo esta a principal 

causa de úlcera péptica e consequentemente câncer gástrico, e que seu 

tratamento envolve grandes gastos tanto da iniciativa pública como privada, 

plantas medicinais como os “boldos”, sejam na forma de extratos ou frações, 

podem surgir com alternativa viável do ponto de vista terapêutico e econômico. 

Nesse sentido, estudos das atividades anti-H. pylori aliada as atividades 

gastroprotetora, antioxidante e imunomoduladora, ampliarão o conhecimento 

sobre o uso dessas plantas, que podem ser consideradas promissoras na 

prevenção e tratamento de doenças causadas pela infecção por H. pylori como 

gastrite, úlcera péptica e câncer gástrico, uma vez que processos inflamatórios 

causados por citocinas e EROs estão envolvidos na patogênese da injúria à 

mucosa gástrica induzida pela infecção por H. pylori. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

 Avaliar a atividade gastroprotetora, anti-Helicobacter pylori, 

imunomoduladora e antioxidante de diferentes extratos (aquoso e 

hidroalcoólico) e frações (aquosa, acetato de etila e hexânica) das folhas das 

espécies vegetais Plectranthus barbatus e Vernonia condensata, visando 

contribuir para um maior acesso da população a um tratamento eficaz, 

ampliando as opções terapêuticas. 

2.2 ESPECÍFICOS 

1. Obter os extratos e frações de P. barbatus e V. condensata 

2. Caracterizar quimicamente os extratos obtidos através de: 

a. Análise fitoquimica preliminar qualitativa; 

b. Análise quantitativa de fenóis totais e flavonoides. 

c. Análise química por espectrometria de massas do extrato/fração 

mais promissora 

3. Avaliar a atividade gastroprotetora, in vivo, dos extratos aquosos e 

hidroalcoólicos, através do modelo de indução de ulcerações por etanol 

em ratos. 

4. Avaliar a atividade anti-H. pylori, in vitro, dos extratos e frações através 

de: 

a. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 

concentração bactericida mínima (CBM); 

b. Análise morfológica por microscopia eletrônica de varredura; 

c. Avaliação da atividade inibidora de urease. 

5. Avaliar o efeito antioxidante, in vitro, dos extratos e frações através dos 

ensaios de: 

a. Inibição do radical DPPH; 

b. Inibição do radical ABTS•+; 

c. Inibição do ácido hipocloroso; 

d. Inibição do peróxido de hidrogênio; 

e. Inibição do radical ânion superóxido; 

f. Inibição do óxido nítrico.  
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6. Avaliar o efeito imunomodulador, in vitro, em cultura de macrófagos, dos 

extratos e frações através dos ensaios de: 

a. Indução e inibição de óxido nítrico; 

b. Indução e inibição das citocinas: TNF-α, IL-1β e IL-6. 
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3 MATERIAL E METÓDOS 

3.1 COLETA DAS PLANTAS 

 O material botânico foi coletado no Horto de Plantas Medicinais do 

Parque Municipal de Tabuazeiro/Vitória e devidamente identificado pela 

professora Luciana Dias Thomaz, sendo as exsicatas correspondentes aos 

números 35080 para a espécie Plectranhtus barbatus e 35081 para a 

espécie Vernonia condensata (sinonímia científica Gymnanthemum 

amygdalinum), depositadas no Herbário Central VIES da Universidade Federal 

do Espírito Santo. Posteriormente, as folhas foram secas em estufa de 

circulação de ar à 40ºC. Por fim, foram pulverizadas em moinho de facas e, em 

seguida, submetidas à extração.  

3.2 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS E FRAÇÕES 

 Foram preparados dois extratos para cada espécie vegetal, 

hidroalcoólico e aquoso (10% p/v), obtidos através das técnicas de maceração 

e infusão, respectivamente. Os extratos hidroalcoólicos foram obtidos após 

maceração por 7 dias utilizando etanol a 70% (v/v), posteriormente foram 

filtrados, concentrados em rotaevaporador (60ºC à 100 rpm) e em seguida 

liofilizados (-50°C e vácuo de 100-150 µmHg). Os extratos aquosos foram 

filtrados em papel filtro, sob vácuo e em seguida liofilizados. Ainda, dos 

extratos hidroalcoólicos foi realizado fracionamento por partição liquido-liquido 

com hexano:água (1:1) e acetato de etila:água (1:1). Estas partições geraram 3 

diferentes frações: fração hexânica (Fr Hex), fração acetato de etila (Fr AcOEt) 

e a fração aquosa (Fr Aquosa) as quais foram concentradas em rotaevaporador 

ou liofilizadas. Por fim, os extratos e frações obtidos foram conservados em 

baixa temperatura (-20oC) até sua utilização nos ensaios subsequentes.  

3.3 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

3.3.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA PRELIMINAR QUALITATIVA 

 Para caracterização fitoquímica preliminar dos extratos obtidos, foram 

realizados testes clássicos de identificação, conforme Falkenberg et al. (2003). 

Foi realizada a pesquisa das classes químicas: saponinas, glicosídeos 

cardiotônicos, antraquinonas, taninos, alcaloides e cumarinas. 
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3.3.2 QUANTIFICAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS 

 Para a quantificação de fenóis totais foi utilizado a metodologia descrita 

por Singleton & Rossi (1965), modificada. Em microplaca de 96 orifícios foram 

adicionados: 50 µL de água destilada, 12 µL de extrato (concentração final no 

ensaio de 100 µg/mL) e 13 µL do reagente Folin-Ciocalteu (SIGMA cod. F9252; 

St. Louis, MO, USA). Após 5 minutos de reação, 125 µL de carbonato de sódio 

4% (Na2CO3) e 100 µL de água destilada, foram adicionados. A leitura foi 

realizada em 750 nm após 1 hora e 30 minutos a partir da adição do carbonato 

de sódio utilizando leitor de microplacas iMark®, BioRad Laboratories 

(Washington, U.S.A) (equipamento utilizado para os demais ensaios com 

leitura espectrofotométrica). Solução com todos os reagentes, exceto a 

amostra, foi utilizado como o branco da reação. A curva de calibração foi obtida 

com ácido gálico (SIGMA cod. G7384; St. Louis, MO, USA) (Anexo 1), sendo 

os resultados expressos em miligrama equivalente em ácido gálico por grama 

de extrato (mgEAG/g). 

3.3.3 QUANTIFICAÇÃO DE FLAVONOIDES 

 O doseamento de flavonoides foi realizado pelo procedimento de 

hidrólise ácida seguindo o modelo de Marques et al., (2012), com adaptações. 

Em microplaca de 96 orifícios foram adicionados: 99 µL de água destilada, 20 

µL de extrato (concentração final de 100 µg/mL), 6 µL de ácido acético glacial, 

100 µL de piridina a 20% e 25 µL de cloreto de alumínio 6,5% em metanol. 

Após 30 minutos, leitura espectrofotométrica foi realizada em 450 nm. Foi 

realizada uma curva de calibração com o padrão quercetina (SIGMA cod. 

Q4951; St. Louis, MO, USA) (Anexo 2), obtendo os resultados expressos em 

mg equivalente a quercetina por grama de extrato (mgEQ/g). 

3.3.4 ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS (PS-MS) 

 A análise por espectrometria de massas foi realizada em parceria com o 

professor Dr. Wanderson Romão do Instituto Federal do Espírito Santo-Vila 

Velha (IFES). Para análise química da amostra mais promissora, foi utilizado 

espectrometria de massas por pulverização em papel (paper spray mass 

spectrometry PS-MS). Inicialmente a amostra foi dissolvida em acetonitrila a 1 

mg/mL. Então, 10 µL da solução foi aplicada na superfície de um papel 

triangular (Whatman grau 1, GE Healthcare, USA) com área de 1 cm². O papel 
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triangular foi fixado com um clipe de metal, conectado a um fio de 0,5 mm 

ligado ao espectrômetro de massas. Depois, aplicou-se 20 µL de acetonitrila 

com alta voltagem (3 kV) ao papel triangular para gerar o espectro (COLLETES 

et al., 2016). 

 Os experimentos de PS-MS foram efetuados no modo de ionização 

negativo (PS(-)), utilizando o equipamento Fourier Transform Ion Cyclotron 

Resonance Mass Spectrometer (FT-ICR MS, modelo 9.4 T Solarix, Bruker 

Daltonics; Bremen, Alemanha). O tempo de acumulação dos íons foi de 0,02 

segundos. Os espectros foram adquiridos acumulando 16 varreduras de sinais 

transientes do domínio de tempo em 512 mil conjuntos de dados. Todos os 

espectros de massas foram calibrados externamente, utilizando-se 

trifluoroacetato de sódio (NaTFA) (m/z de 200 a 1200). Poder de resolução 

médio, m/Δm50% = 52170. As estruturas propostas para cada fórmula foram 

atribuídas usando o banco de dados chemspider (http://www.chemspider.com/) 

e dicionário de produtos naturais (http://dnp.chemnetbase.com/). O grau de 

insaturação para cada molécula pode ser deduzido diretamente de seu valor de 

DBE de acordo com a equação DBE = c – h/2 + n/2 + 1, onde c, h, e n são os 

números de átomos de carbono, hidrogênio e nitrogênio na fórmula molecular, 

respectivamente (OLIVEIRA et al., 2016). 

3.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA 

 Os ensaios de gastroproteção foram realizados em colaboração com o 

professor Dr. Flavio Luis Beltrame e do doutorando Bruno Rodrigo Minozzo da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).  

3.4.1 ANIMAIS 

 Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus albinus), fêmeas, de 3 

meses de idade, pesando entre 180-250 g, fornecidos pelo Biotério da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os animais eram mantidos 

em ambiente com temperatura (22 ± 2ºC) e ciclo de claro/escuro (12/12 h) 

controlados automaticamente. Os animais tinham livre acesso à alimentação 

(Novital®) e água até o momento do experimento. Todos os procedimentos 

foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(protocolo n° 7207/2015). O número de animais e a intensidade do agente 
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ulcerogênico foram os mínimos necessários para demonstrar resultados 

consistentes. 

3.4.2 LESÕES GÁSTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL 

Os animais (n = 7-10) foram mantidos em jejum de 12-15 horas com livre 

acesso à água. Estes foram aleatoriamente tratados com veículo (água 

destilada, 0,5 mL/100g, via oral), ranitidina (100 mg/kg, via oral), omeprazol (20 

mg/kg, dissolvido em solução de bicarbonato de sódio 8%, via oral) e os 

extratos aquosos e hidroalcoólicos das folhas de Plectranthus barbatus e 

Vernonia condensata na concentração de 200 mg/kg, via oral (MINOZZO et al., 

2016). Uma hora após os tratamentos, foi administrado etanol (PA 99%, 0,5 

mL/100g, via oral) (Dinâmica®) (SZABO; BROWN, 1987). Uma hora após a 

administração do agente necrotizante, os animais foram anestesiados 

(quetamina 75 mg/Kg e xilazina 15 mg/kg, via intra-peritoneal) (Vetnil®; 

Rompun®, respectivamente). Depois de verificada a ausência de sinais de 

reflexo (pinçamento da pata, sensibilidade ocular ao toque), a caixa torácica do 

animal foi exposta e a eutanásia feita por sobredosagem da mistura anestésica. 

Os estômagos foram retirados, abertos em sua curvatura maior, gentilmente 

lavados com solução salina 0,9%, expostos, esticados e fotografados. 

3.4.3 CÁLCULO DA ÁREA DAS LESÕES ULCERATIVAS 

 As imagens dos estômagos que foram capturadas (câmera fotográfica 

Olympus® evolt E-420 OUTFIT zuiko digital 14-42 mm f 3.5-5.6) foram 

analisadas por meio do software Image J® versão 1.50b. No programa foi 

medida a área ulcerativa e a área glandular total dos estômagos, sendo os 

resultados expressos em porcentagem, visto que os estômagos dos animais 

diferem em tamanho, segundo a fórmula: 

Lesões ulcerativas (%) = (área ulcerativa [mm2])/(área glandular total 

[mm2])×100 

3.4.4 ATIVIDADE ANTIULCEROGÊNICA 

 A avaliação da gastroproteção proporcionada pelos extratos aquosos e 

hidroalcoólicos ou dos controles empregados em modelo de úlcera induzida por 

etanol (via oral) foi feita segundo Cordeiro et al., (2012), em que: 

Proteção (%) = 100 - (lesão do tratado x 100 / lesão do controle negativo) 
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3.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-H. pylori 

3.5.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

E CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 

 A atividade anti-H. pylori foi avaliada por meio da determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) através da técnica de microdiluição em 

caldo e concentração bactericida mínima (CBM) de acordo com a norma 

estabelecida por Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (M7-A6, 

2003), com modificações.  

Para realização dos ensaios foi utilizado o H. pylori (cepa ATCC 43504), 

amoxicilina sensível e metronidazol resistente, que foi mantido em placas 

contendo Agar Columbia, suplementado com 5% de sangue de carneiro e 

posteriormente inoculados em meio BHI (Brain Heart Infusion) (Merck Millipore 

cod. 110493, Darmstadt, Alemanha) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal 

bovino (SIGMA cod.F2561; St. Louis, MO, USA), incubados por 72 horas a 

37ºC, em atmosfera contendo 10% de CO2. 

Para determinação da CIM, a cada poço da microplaca de 96 orificíos 

foram adicionados 100 μL de uma suspensão de H. pylori (ATCC 43504) 

(solução 1:20 de 0,5 mcfarland) em meio de cultura líquido BHI suplementado e 

100 μL da amostra, tendo como concentrações finais variando de 32 µg/mL a 

1024 µg/mL, no mesmo meio. A microplaca foi submetida à leitura 

espectrofotométrica em 620 nm e em seguida incubada (37ºC/10%CO2/72h). 

Após o período de incubação, a microplaca foi homogeneizada e nova leitura 

foi realizada para determinação da CIM. Os testes foram realizados em 

triplicata, acompanhados de crescimento controle e repetidos, no mínimo, três 

vezes.  

 A CIM foi definida, graficamente, como sendo a menor concentração do 

extrato que induziu a um brusco declínio no valor da absorvância (90%). 

Amoxilicina (SIGMA cod. A8523; St. Louis, MO, USA) e metronidazol (SIGMA 

cod. M3761; St. Louis, MO, USA) foram os padrões de antibióticos utilizados 

como controle anti-H. pylori.  

 A CBM foi determinada pela menor concentração do extrato que inibiu a 

formação de colônias em placas de agar Columbia contendo sangue de 
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carneiro 5% (incubada a 37°C/CO2 10% por 72h), correspondente ao poço da 

microplca sem crescimento aparente em BHI. 

3.5.2 ANÁLISE MORFOLÓGICA 

A análise morfológica de H. pylori foi realizada para as amostras que 

apresentaram CIM, sendo avaliados por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV), a fim de verificar possíveis alterações na célula bacteriana. No ensaio 

foi avaliado sub-CIM (1/2 de CIM) da(s) amostra(s). A metodologia utilizada foi 

adaptada de Chakraborti et al., (2013), Claverie-Martin, Diaz-torres e 

Geoghegan (1988) e Fischer et al., (2013). No preparo das amostras, o meio 

de cultura contendo a bactéria, sem exposição da amostra (controle) e com 

exposição a amostra (tratamento), foram aliquotados e centrifugados a 4000 

rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e em seguida 

adicionado 1 mL do tampão cacodilato (0,1 M e pH 7,2), com posterior 

centrifugação. Após descarte dos sobrenadantes, o pellet celular foi recolhido 

com adição de 200 µL do tampão cacodilato. Uma alíquota foi colocada no 

centro da lamínula e após secagem o material foi fixado com glutaraldeído a 

2,5% em tampão cacodilato por 30 minutos. A amostra obtida foi desidratada 

gradualmente com uma série de álcool (30, 50, 70, 90 e 100%) e foram 

processadas em ponto crítico de CO2 (Tousimis Autosamdri® 815 Series A, 

USA). Após secagem, o material foi metalizado (Desk V, Denton Vaccum) e 

submetido a visualização em microscópio eletrônico de varredura JEOL®, JSM-

6610LV (Tóquio, JAPÃO), com uma tensão de aceleração de 20 kV e filamento 

de tungstênio. 

3.5.3 ENSAIO DE INIBIÇÃO DA ENZIMA UREASE 

 O teste de urease é baseado no princípio da conversão de uréia 

(CH4N2O) em amônia (NH3) através da catálise enzimática e foi realizado de 

acordo com o método descrito por Tanaka; Kawase e Tani (2004), com 

modificações. Em microplaca de 96 orifícios, adicionou-se 25 μL da enzima 

urease (4U) (Jack Bean urease, Sigma cod. U1500; St. Louis, MO, USA) 

dissolvida em tampão PBS (100 mM e pH 6,8) e 25 μL da amostra (32 a 1024 

µg/mL), em seguida, incubou-se a 37ºC por 2 horas. Após este período, foram 

adicionados: 200 μL de uréia (100 mM) e 25 μL de vermelho de fenol 

(concentração final de 0,002%). Leituras espectrofotométricas foram realizadas 
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%  = A0 – A  x 100 
A0 

em 540 nm no tempo 0 e, seguidamente, de 10 em 10 minutos para se avaliar 

a cinética da reação. Ácido bórico (H3BO3) foi utilizado como padrão de inibição 

de urease. 

3.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibição (%∆) e em 

Concentração Efetiva 50% (CE50). A equação utilizada para o cálculo da 

porcentagem de inibição é: 

 

 

 

Onde A0 é a absorvância da solução teste sem amostra (controle) e A 

corresponde a absorvância verificada com a adição da amostra. Trolox (SIGMA 

cod. 238813; St. Louis, MO, USA), quercetina e ácido gálico foram utilizados 

como substâncias antioxidantes padrões. Sendo os ensaios realizados em 

triplicata e repetidos no mínimo três vezes. 

3.6.1 INIBIÇÃO DO RADICAL DPPH  

Neste ensaio utiliza-se solução de DPPH (2,2-diphenil-1-picrilhidrazila) 

(SIGMA cod. D9132; St. Louis, MO, USA) a 0,004% (p/v) em etanol, seguindo a 

metodologia de Gülçin et al. (2005), modificado. A cada 100 µL de amostra em 

diversas concentrações foram adicionados 200 µL da solução de DPPH, sendo 

as absorvâncias determinadas a 540 nm após 15 minutos a temperatura 

ambiente. Como referência de máxima absorção (controle), é realizada leitura 

com 200 µL da solução de DPPH adicionados de 100 µL de etanol.  

3.6.2 INIBIÇÃO DO ABTS•+ 

A atividade antioxidante sobre o radical ABTS•+ [2,2’-azino-

bis(3etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)] foi determinada utilizando o método 

de Re et al. (1999), modificado. Inicialmente uma mistura aquosa de ABTS 

(SIGMA cod. A1888; St. Louis, MO, USA) (7 mM) e persulfato de potássio (2,45 

mM) foi incubada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 16 horas para 

produzir o radical ABTS•+. A solução formada de ABTS•+ foi então diluída em 

etanol até obtenção de uma absorvância de 0,7 em 734 nm. Em microplaca de 
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96 poços foram adicionados 300 µL da solução de ABTS•+ e 3 μL de diferentes 

concentrações da amostra e após 5 minutos realizada leitura a 750 nm. 

3.6.3 INIBIÇÃO DO ÂNION SUPERÓXIDO (O2
•−) 

Neste ensaio, a formação do O2
•− é dada pela reação do oxigênio 

molecular com PMS (metasulfato de fenazina) que é reduzido pela atuação do 

NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo). Então, o O2
•− formado interage 

com as moléculas de NBT (nitrotetrazolium blue chloride), reduzindo-as e 

levando a formação de formazana que intensifica a absorção do sistema em 

540nm. O teste foi realizado conforme Suzumura et al. (1999), modificado. Em 

microplaca de 96 poços foram adicionados: 225 µL de tampão fosfato (PBS) 

(50 mM com pH 7,4) 30 µL de extrato, 7,5 µL de PMS (SIGMA cod. P9625; St. 

Louis, MO, USA) (0,5 mM) e 30 µL de NBT (SIGMA cod. 74032; St. Louis, MO, 

USA) (0,045 mM). Após dois minutos, foi adicionado 7,5 µL de NADH (SIGMA 

cod. N8129; St. Louis, MO, USA) (0,125 mM). Por fim, a leitura 

espectrofotométrica foi realizada após 10 minutos de incubação a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz em 540 nm. Para este ensaio, ácido gálico foi 

utilizado como substância antioxidante padrão. 

3.6.4 INIBIÇÃO DO ÁCIDO HIPOCLOROSO (HOCl) 

O método baseia-se na oxidação do ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB) 

pelo HOCl formando o ácido 5-5’-ditio (2-nitrobenzóico) (DTNB) (SIGMA cod. 

D8130; St. Louis, MO, USA) conforme descrito por CHING et al. (1994). A 

absorvância do TNB em 415 nm diminui na presença de HOCl pela formação 

do seu dímero: DTNB. Inicialmente, foi produzida a solução de TNB a partir da 

mistura de DTNB, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e borohidreto de 

sódio (NaBH4) (SIGMA, Fluka Analytical cod. 71321; St. Louis, MO, USA) e 

quantificado por extinção molar até obtenção da concentração de 140 µM. Em 

seguida, em microplaca de 96 poços foram adicionados 20 µL de HOCl (25 

µM), 60 µL de tampão fosfato 50 mM (pH 6,6) e 20 µL de extrato. Após 2 

minutos, 100 µL de solução de TNB (concentração final de 70 µM) foram 

adicionados e leitura espectrofotométrica foi realizada em 415 nm após 1 

minuto de incubação a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 
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3.6.5 INIBIÇÃO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

Neste ensaio o H2O2 é quebrado pela peroxidase gerando um 

intermediário reativo que oxida o vermelho de fenol a um composto amarelo 

que em pH básico se torna vermelho púrpura, podendo ser quantificado em 

620 nm. Foi seguido o método descrito por Pick e Keisari, (1980), com 

adaptações. A diminuição da absorbância deste sistema indica a neutralização 

do H2O2 pelas substâncias em estudo. Em microplaca de 96 poços foram 

adicionados: 20 µL de extrato, 40 µL de H2O2 (2 mM), 16 µL da solução de 

cloreto de sódio (NaCl) (140 mM), vermelho de fenol (0,1 mg/mL), dextrose (5,5 

mM) e 104 µL de tampão fosfato pH 7. Adicionou-se a esta mistura, 20 µL da 

enzima peroxidase (horseradish peroxidase, SIGMA cod. 77332; St. Louis, MO, 

USA) (8,5 U/mL). Esta mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 

minutos e a reação foi terminada pela adição de 20 μL de Hidróxido de sódio 

(NaOH) 1 N. Por fim, foi feito leitura espectrofotométrica em 620 nm. 

3.6.6 INIBIÇÃO DO ÓXIDO NITRICO 

 Neste ensaio, usou-se como base a metodologia apresentada por 

Marcocci et al., (1994) com adaptações. O ensaio se baseia na capacidade das 

moléculas de nitroprussiato de sódio (NPS) (Neon comercial cod. 02232; São 

Paulo, Brasil) em liberar NO espontaneamente em tampão PBS quando sobre 

influência de luz (BATES et al., 1991). O NO por sua vez, é transformado em 

nitrito (NO2
-) ao reagir com oxigênio molecular do meio e, podendo assim, ser 

quantificado ao adicionar-se o reagente de Griess (1% p/v de sulfanilamida, 

0,1% p/v de naftiletilenodiamina e 2,5% v/v de ácido orto-fosfórico) (Neon 

comercial cod. 02179, 01874 e 00232, respectivamente, São Paulo, Brazil) ao 

formar um cromóforo de cor rosa com alta absorção em 540 nm. Para tanto, foi 

realizado o preparo do NPS (1,25 mM) em tampão fosfato (0,1 M e pH 7,0) com 

total ausência de luz. Em placa de 96 poços foram adicionados 50 μL do NPS e 

50 μL de amostras em diferentes concentrações (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 

100 μg/mL) e incubados por 1 hora a temperatura ambiente com forte 

exposição à luz. Após a incubação foi adicionado 100 μL de reagente de Griess 

e a mistura reacional foi lida em 540 nm. Foi realizado ainda, curva de 

calibração com nitrito de sódio (NaNO2) para representação dos dados em 

concentração de NO2
- formado (Anexo). 
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3.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE IMUNOMODULADORA  

 Foram realizados ensaios de detecção de óxido nítrico (NO) e citocinas 

(TNF-α, IL-1β e IL-6), acompanhados de ensaios de citotoxicidade, utilizando 

culturas de macrófagos murinos linhagem RAW 264.7 (BCRJ Cod. 0212; ATCC 

TIB 71™) provenientes do banco de células do Rio de Janeiro e gentilmente 

cedidas pelo Professor Doutor Marcio Fronza/Universidade Vila Velha.  

As células foram mantidas em garrafas com meio DMEM (Dulbecco’s 

modified eagle medium) (Vitrocell cod. 02037, São Paulo, Brasil) suplementado 

com 10% (v/v) de soro fetal bovino, sendo incubadas por períodos distintos à 

37ºC com atmosfera de 5% de CO2 até atingirem confluência de 

aproximadamente 70-90%. Após obtenção da confluência desejada, as células 

passaram por processo de desagregação das garrafas utilizando-se cell 

scraper e contadas em câmara de Neubauer para obtenção dos valores de 

concentração celular.  

3.7.1 AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO E INDUÇÃO DAS CITOCINAS E NO 

Para realização dos testes, as células foram distribuídas em placas de 

24 orifícios na concentração aproximada de 5x106 células viáveis/mL (com 

exceção para os ensaios com TNF-α que foi utilizado cerca de 2x105) de meio 

DMEM completo. Após 2h de incubação (37ºC/5%CO2) para adesão celular, o 

sobrenadante foi descartado e as células foram estimuladas com 

Lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS) (SIGMA cod. L2630; St. Louis, 

MO, USA) na concentração de 1 µg/mL, recebendo, ao mesmo tempo, 

diferentes concentrações dos extratos e frações definidos previamente por 

ensaio de citotoxicidade. Para o ensaio de indução de citocinas as células não 

foram tratadas com LPS, apenas com extratos. As placas foram incubadas 

overnight (37ºC/5%CO2). Após esse período os sobrenadantes das culturas 

foram coletados para a detecção e quantificação das citocinas (TNF-α, IL-1β e 

IL-6) pelo método imunoenzimático (eBioscience ELISA Ready-SET-Go!®, San 

Diego, CA, USA) e do óxido nítrico pelo método de Griess. Para os ensaios 

com citocinas os dados foram apresentados em concentração de citocina em 

pg/mL utilizando uma curva padrão com citocina purificada (Anexo). Para os 

ensaios de NO, os dados foram apresentados em concentração de NO2
- (mM), 

utilizado curva padrão de NaNO2. 
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3.7.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE 

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para avaliação das doses 

de extratos e frações a serem utilizadas em que não houvesse morte celular, 

além disto, foram realizados ensaios de viabilidade celular pós-experimentos 

(NO e citocinas), utilizando-se para ambos o método do MTT-tetrazólio 

(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), sendo realizado de acordo com 

Mosmann (1983), com modificações. Para realização dos ensaios, foi 

adicionado em cada poço (com sobrenadante já recolhido): 200 µL da solução 

de MTT-tetrazólio (SIGMA cod. M2128; St. Louis, MO, USA) na concentração 

de 1 mg/mL de DMEM (não suplementado) e incubados a 37ºC/5%CO2, por 3 

horas. Após este período, a placa foi vertida, removendo-se o meio, e 200 µL 

de dimetilsulfóxido (DMSO) foram adicionados a cada orifício. A leitura da 

absorbância foi realizada em comprimento de onda de 540 nm com filtro de 

referência em 620nm. Os testes foram acompanhados de crescimento controle, 

realizados em triplicata e repetidos no mínimo 3 vezes. 

3.8 ANÁLISE DE DADOS 

 Os resultados foram representados em média de três ensaios realizados 

em triplicata ± desvio. Os dados foram analisados por ANOVA de uma e duas 

vias com teste post-hoc de Bonferroni, considerando-se estatisticamente 

significativos resultados com valores de p ≤ 0.05. Ainda, foram realizados 

testes de regressão linear para obtenção de valores de concentração efetiva 

50% (CE50), bem como para avaliar se houve relação ou não entre substâncias 

presentes nas amostras e determinadas atividades. Para realização da análise 

de dados, foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 5. 
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4 RESULTADOS 

4.1 RENDIMENTO DE EXTRATOS E FRAÇÕES 
 

Os valores de rendimento partindo de 40g de folha seca 10% (p/v) de P. 

barbatus para os extratos aquoso e hidroalcoólico foram 7,12 g (17,8%) e 3,5 g 

(8,75%), respectivamente. Para as frações o rendimento foi de 3,2% (Fr Aq), 

3,56% (Fr AcOEt) e 0,97% (Fr Hex). Para a espécie V. condensata também foi 

utilizado 40g de folhas secas (10% p/v) para ambos os extratos com 

rendimento de 8,2 g (20,5%) para o extrato aquoso e 5,56 g (13,9%) para o 

hidroalcoólico. Em relação as frações o rendimento obtido foi de 13,08% para 

Fr Aq, 3,42% para Fr AcOET e 2,52% para Fr Hex. 

4.2 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

 Os resultados dos testes qualitativos das classes de metabólitos 

secundários pesquisadas nos extratos são mostrados na Tabela 1. Pode-se 

notar presença de saponinas em ambos extratos aquosos e esteróides, 

flavonoides, polifenóis e taninos em todos extratos testados. Ainda, foi 

encontrado a presença de antraquinonas para ambos extratos da espécie P. 

barbatus. 
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Tabela 1 - Análise fitoquímica qualitativa de metabólitos secundários dos extratos das espécies 

P. barbatus e V. condensata. n = 3. 

Classes químicas 

P. barbatus V. condensata 

Aquoso Hidroalcoólico Aquoso Hidroalcoólico 

Flavonoides + + + + 

Polifenóis + + + + 

Cumarinas - - - - 

Saponinas + - + - 

Glicosídeos 
cardiotônicos 

- - - - 

Antraquinonas + + - - 

Taninos + + + + 

Alcalóides - - - - 

Esteróides + + + + 

Terpenos - - - - 

4.2.1 QUANTIFICAÇÃO DE POLIFENÓIS E FLAVONOIDES 

 A Tabela 2 apresenta os dados obtidos na quantificação de polifenóis e 

flavonoides, apresentados em miligrama equivalente a ácido gálico (mgEAG/g) 

e miligrama equivalente a quercetina (mgEQ/g) por grama de extrato, 

respectivamente. Os ensaios foram feitos tanto para os extratos quanto para as 

frações obtidas. Para a espécie P. barbatus nota-se uma maior concentração 

de compostos fenólicos e flavonoides na fração AcOEt. Já a espécie V. 

condensata, o extrato aquoso foi o que demonstrou maior quantidade de fenóis 

totais, embora, a fração AcOEt tenha apresentado maior quantidade de 

flavonoides. 
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Tabela 2 - Resultados da quantificação de polifenois e flavonoides apresentados em mgEAG/g 

e mgEQ/g, respectivamente. n = 9. 

Amostras Fenóis totais  
(mgEAG/g) 

Flavonoides  
(mgEQ/g) 

P. barbatus   

Aquoso 92,45 ± 4,25 46,37 ± 4,39 

Hidroalcoólico 96,31 ± 2,79 83,33 ± 5,18 

Fr Aquosa 83,62 ± 1,97 67,71 ± 6,87 

Fr AcOEt 149,73 ± 1,25 107,53 ± 9,05 

Fr Hex 38,24 ± 10,07 15,36 ± 6,68 

V. condensata   

Aquoso 109,12 ± 5,48 54,92 ± 3,29 

Hidroalcoólico 73,68 ± 2,76 59,42 ± 3,89 

Fr Aquosa 85,30 ± 5,42 57,53 ± 10,79 

Fr AcOEt 76,35 ± 2,78 68,26 ± 5,65 

Fr Hex 27,71 ± 3,01 0 ± 1,53 

4.3 ATIVIDADE GASTROPROTETORA 

Os resultados de gastroproteção encontram-se representados no Gráfico 

1, Tabela 3 e Figura 11. Ao analisar os dados com ANOVA de uma via e pós-

teste de Bonferroni, nota-se que todos os grupos, amostra e padrões testados, 

diferem significantemente do grupo controle sem tratamento. No entanto, as 

amostras P. barbatus hidroalcoólico e V. condensata aquoso apresentaram 

diferença estatisticamente significativa quando comparadas com o grupo 

omeprazol, sendo menos efetivas que os extratos aquoso de P. barbatus e 

hidroalcoólico de V. condensata que demonstraram maior atividade 

gastroprotetora sobre o modelo de ulcerações com etanol e não demonstraram 

diferença estatisticamente significativa frente aos padrões de gastroproteção 

testados, omeprazol e ranitidina. 
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Gráfico 1: Resultados do ensaio de avaliação gastroprotetora representado em área de lesão 

(%). * p < 0,001 em comparação ao grupo controle; # p < 0,05 em comparação ao grupo 

omeprazol. 

Tabela 3 – Efeito do uso de diferentes extratos de P. barbatus e V. condensata (v.o.) em 

modelo de úlcera induzida por etanol em ratos 

Tratamento (oral) 
Doses 

(mg/Kg) 
N 

Área de lesão 
total (mm

2
) 

Área de lesão 
(%) 

Gastroproteção 
(%) 

Salina 
0,5 

mL/100g 
9 505,8 ± 40,60 51,33 ± 4,81* - 

Omeprazol 20 7 24,4 ± 7,86* 2,42 ± 0,57* 95,28 

Ranitidina 100 10 154,7 ± 38,14* 16,08 ± 3,96* 68,67 

P. barbatus 
aquoso 

200 9 136,7 ± 27,34* 14,8 ± 3,13* 71,16 

P. barbatus 
hidroalcoólico 

200 9 209,5 ± 32,71*
#
 20,53 ± 2,77*

#
 60,01 

V. condensata 
aquoso 

200 10 195,6 ± 45,70*
#
 21,14 ± 4,89*

#
 55,81 

V. condensata 
hidroalcoólico 

200 9 101 ± 19,02* 10,83 ± 1,81* 78,90 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (n=7-10). Os resultados foram 

comparados pelo teste de variância (ANOVA) de uma via seguido do pós-teste de Tukey. 

* p < 0,001 comparado ao controle negativo (água destilada); # p < 0,05 comparado ao 

omeprazol.  
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Figura 11 - Imagens macroscópicas representativas dos estômagos de ratos tratados com 

etanol (0,5 mL/100 g) sobre os diferentes tratamentos. A: salina (0,5 mL/100 g); B: omeprazol 

(20 mg/Kg); C: ranitidina (100 mg/Kg); D: ext aquoso de P. barbatus (200 mg/Kg); E: ext 

aquoso de V. condensata (200 mg/Kg); F: ext hidroalcoólico de P. barbatus (200 mg/Kg); G: ext 

hidroalcoólico de V. condensata (200 mg/Kg). 

4.4 ATIVIDADE ANTI-H. PYLORI 

Os resultados de CIM e CBM das amostras testadas nos ensaios anti-H. 

pylori encontram-se na Tabela 4. Apenas a fração AcOEt de P. barbatus na 

concentração de 1024 µg/mL foi capaz de inibir a formação de colônias em 

Agar Columbia e obter um resultado de CBM. Os extratos e frações de V. 

condensata, exceto a Fr Hex, não apresentaram atividade inibidora de H. pylori. 

A B C 

D E F 

G 
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Tabela 4 - Resultados de CIM e CBM das amostras testadas nos ensaios com H.pylori.  

P. barbatus CIM (μg/mL) CBM (μg/mL) 

Aquoso 512 - 

Hidroalcoólico 1024 - 

Fr Aq - - 

Fr AcOEt 256 1024 

Fr Hex 512 - 

V. condensata   

Aquoso - - 

Hidroalcoólico - - 

Fr Aq - - 

Fr AcOEt - - 

Fr Hex 1024 - 

Amoxicilina 0,25 – 1 1 – 2 

Metronidazol >512 - 

 
De acordo com os resultados de CIM, o extrato aquoso, frações AcOEt e 

Hex de P. barbatus e amoxicilina foram selecionados para análise da 

morfologia bacteriana frente sub-CIM (1/2 da CIM) através da microscopia 

eletrônica de varredura (Figura 12). Dados da microscopia revelam influência 

destes tratamentos na morfologia de H. pylori com formação de células 

filamentadas, bolhas (blebs), e outras deformações na superfície celular. 
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Figura 12 - Micrografias do H. pylori sobre os diferentes tratamentos utilizados (dois campos 

diferentes a 25.000x, escala de 1 μm). A1 e A2: grupo controle; B1 e B2: sub-CIM da 

amoxicilina (0,125 μg/mL) com notável número de células filamentadas, formação de blebs e 
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aparente indução de formas cocoides; C1 e C2: sub-CIM do extrato aquoso de P. barbatus 

(256 μg/mL) com poucas alterações morfológicas perceptíveis; D1 e D2: sub-CIM da fração 

AcOEt de P. barbatus (128 μg/mL) com presença de células filamentadas e diferentes 

protuberâncias; E1 e E2: sub-CIM da fração Hex de P. barbatus (256 μg/mL) com 

aparecimento de células lisadas e extravasamento de conteúdo intracelular. 

4.4.1 ATIVIDADE DE INIBIÇÃO DA UREASE 

Todos os extratos e frações, de ambas as espécies em estudo, em todas 

as concentrações testadas, não demonstraram dose/resposta ou atividade 

inibidora de urease significativa sobre as condições estabelecidas (Gráficos 2 e 

3). 
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Gráfico 2 – Efeito dos extratos e frações de P. barbatus na inibição da urease. 
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V. condensata
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Gráfico 3 – Efeito dos extratos e frações de V. condensata na inibição da urease. 

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

A Tabela 5 mostra os resultados para atividade antioxidante, expressos 

em CE50, para os ensaios nos quais as amostras demonstraram efetividade. 
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Tabela 5 - Resultados de CE50 das amostras testadas nos ensaios antioxidantes 

Amostras 
DPPH CE50 

(µg/mL) 

ABTS CE50 

(µg/mL) 

O2
•-
 CE50 

(µg/mL) 

HOCl CE50 

(µg/mL) 

P. barbatus     

Aquoso 44,39 ± 1,70  39,58 ± 2,89 32,01 ± 6,53  >100 

Hidroalcoólico 47,07 ± 1,01  26,85 ± 1,04 >100  >100 

Fr Aq 47,69 ± 0,03 38,21 ± 2,06 >100 >100 

Fr AcOEt 40,94 ± 0,75 26,64 ± 0,62 57,22 ± 7,63
#
 69,96 ± 1,25 

Fr Hex >100  >100 >100 85,17 ± 11,95 

V. condensata     

Aquoso 42,35 ± 0,69 24,81 ± 0,91 70,14 ± 10,14 >100 

Hidroalcoólico 55,23 ± 0,21 38,44 ± 0,97 >100 >100 

Fr Aq 50,94 ± 0,39  25,77 ± 5,89 71,73 ± 8,3 >100 

Fr AcOEt 49,66 ± 0,51 39,15 ± 0,68 >100 41,98 ± 1,65 

Fr Hex >100 >100 >100 52,99 ± 3,26* 

Trolox 4,93 ± 0,35  <3,12 >100  42,99 ± 3,58 

Ácido gálico - - 54,46 ± 4,91 - 

- não avaliado. * p > 0,001 em comparação ao trolox, # p > 0,001 em comparação ao ácido 

gálico 

4.5.1 INIBIÇÃO DO RADICAL DPPH 

No ensaio de inibição do radical DPPH os extratos de ambas espécies 

demonstraram curva dose resposta e estão representados nos gráficos 4 e 5. 

Os valores de CE50 para P. barbatus aquoso e hidroalcoólico foram 44,39 ± 1,7 

µg/mL e 47,07 ± 1,01 µg/mL, respectivamente e para V. condensata foram 

42,35 ± 0,69 µg/mL para o extrato aquoso e 55,23 ± 0,21 µg/mL para o 

hidroalcoólico. O CE50 do trolox foi de 4,93 ± 0,35 µg/mL. As concentrações 

mais altas dos extratos de P. barbatus não demonstraram diferenças 

estatisticamente significativas do padrão de comparação trolox. 
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Gráfico 4 - Efeito dos extratos de P. barbatus na captura de DPPH. * p > 0,05 em comparação 

ao trolox. 
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Gráfico 5 - Efeito dos extratos de V. condensata na captura de DPPH. * p > 0,05 em 

comparação ao trolox. 

De modo similar, as frações, exceto a Fr. Hex, de ambas as espécies 

demonstraram atividade antioxidante frente ao radical DPPH apresentadas nos 

Gráficos 6 e 7. Os valores de CE50 das frações de P. barbatus foram 47,69 ± 

0,03 µg/mL para Fr Aq e 40,94 ± 0,75 µg/mL para Fr AcOEt. Para as frações de 
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V. condensata foram 50,94 ± 0,39 µg/mL para Fr Aq e 49,66 ± 0,51 µg/mL para 

Fr AcOEt. Ambas frações Hex tiveram CE50>100 µg/mL. As frações Aq e 

AcOEt de P. barbatus não demonstraram diferença significativa frente ao 

padrão trolox nas doses de 100 µg/mL. 
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Gráfico 6 - Efeito das frações de P. barbatus na captura de DPPH. * p > 0,05 em comparação 

ao Trolox. 

V. condensata

3,
12

5
6,

25
12

,5 25 50 10
0

0

20

40

60

80

100
Fração Aquosa

Fração AcOEt

Fração Hex

Trolox

Concentração  (g/mL)

%
 d

e
 i
n

ib
iç

ã
o

 

Gráfico 7 - Efeito das frações de V. condensata na captura de DPPH. * p > 0,05 em 

comparação ao trolox. 
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4.5.2 INIBIÇÃO DO RADICAL ABTS•+ 

Os resultados para o radical ABTS•+ estão apresentados nos gráficos 8, 

9, 10 e 11. Os valores de CE50 dos extratos de P. barbatus foram 39,58 ± 2,89 

µg/mL para o aquoso e 26,85 ± 1,04 µg/mL para o hidroalcoólico e para V. 

condensata foram 24,81 ± 0,91 µg/mL para aquoso e 38,44 ± 0,97 µg/mL para 

hidroalcoólico. As frações de P. barbatus demonstraram CE50 de 38,21 ± 2,06 

µg/mL para Fr Aq e 26,64 ± 0,62 µg/mL para Fr AcOEt e para as frações de V. 

condensata foram 25,77 ± 5,89 µg/mL para Fr Aq e 39,15 ± 0,68 µg/mL para Fr 

AcOEt. Ambas as frações Hex tiveram CE50>100 µg/mL. O CE50 do trolox foi 

<3,125 µg/mL. 
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Gráfico 8 - Efeito dos extratos de P. barbatus na captura de ABTS
•+

. * p > 0,05 em comparação 

ao trolox. 
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Gráfico 9 - Efeito dos extratos de V. condensata na captura de ABTS
•+

. * p > 0,05 em 

comparação ao trolox. 
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Gráfico 10 - Efeito das frações de P. barbatus na captura de ABTS
•+

. * p > 0,05 em 

comparação ao trolox. 
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Gráfico 11 - Efeito das frações de V. condensata na captura de ABTS
•+

. * p > 0,05 em 

comparação ao trolox. 

4.5.3 INIBIÇÃO DO RADICAL ANIÔN SUPERÓXIDO 

No ensaio de inibição do radical O2
•- os extratos, Fr Aq de V. condensata 

e Fr AcOEt P. barbatus demonstraram resultados de % de inibição próximos 

apresentado pelo padrão antioxidante utilizado e estão demonstrados nos 

Gráficos 12, 13, 14 e 15. De modo geral, os extratos aquosos tiveram melhor 

atividade frente à inibição do O2
•-. Além disto, as frações AcOEt de P. barbatus 

e Aq de V. condensata não apresentaram diferenças estatísticas, em diversas 

doses, quando comparadas ao padrão ácido gálico. As frações Hex das duas 

espécies não apresentou atividade antioxidante frente ao O2
•- (dados não 

mostrados). Os valores de CE50 de P. barbatus foram 32,01 ± 6,53 µg/mL para 

o extrato aquoso e >100 µg/mL para o hidroalcoólico. Para os extratos de V. 

condensata os valores de CE50 fora de 70,14 ± 10,14 µg/mL para o aquoso e 

>100 µg/mL para hidroalcoólico. Para as frações os valores de CE50 foram 

57,22 ± 7,63 µg/mL para Fr AcOEt de P. barbatus e > 100 µg/mL para as 

frações Aq e Hex. Já para as frações de V. condensata foram: 71,73 ± 8,3 

µg/mL para Fr Aq e > 100 µg/mL para as frações AcOEt e Hex. O CE50 do 

ácido gálico foi de 54,46 ± 4,91 µg/mL. 
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Gráfico 12 - Efeito dos extratos de P. barbatus frente ao O2
•-
. * p > 0,05 em comparação ao 

ácido gálico.  
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Gráfico 13 - Efeito dos extratos de V. condensata frente ao O2
•-
. * p > 0,05 em comparação ao 

ácido gálico.  
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Gráfico 14 - Efeito das frações de P. barbatus frente ao O2
•-
. * p > 0,05 em comparação ao 

ácido gálico. Fração hexânica não demonstrou atividade frente ao O2
•-
. 
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Gráfico 15 - Efeito das frações de V. condensata frente O2
•-
.
 
* p > 0,05 em comparação ao 

ácido gálico. Fração hexânica não demonstrou atividade frente ao O2
•-
. 

4.5.4 INIBIÇÃO DO ÁCIDO HIPOCLOROSO 

Os dados para este ensaio foram obtidos pela absorção, em 415 nm, do 

sistema químico TNB/HOCl na presença da amostra, onde um maior valor de 

absorção indica menor oxidação do TNB e consequentemente maior “captura” 
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do HOCl. Os resultados foram significativos apenas nas maiores doses das 

frações AcOEt e Hex de ambas espécies chegando a 59% de inibição do 

HOCl, representados nos Gráficos 16 e 17. Os extratos e as frações aquosas 

de ambas as espécies não demonstraram atividade inibidora do HOCl 

relevante (dados não mostrados). 
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Gráfico 16 - Efeito das frações de P. barbatus na captura de HOCl no sistema TNB/HOCl. * p > 

0,05 em comparação ao trolox. 
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Gráfico 17 - Efeito das frações de V. condensata na captura de HOCl no sistema TNB/HOCl. * 

p > 0,05 em comparação ao trolox. 

4.5.5 INIBIÇÃO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

Todos os extratos e frações, de ambas as espécies em estudo, em todas 

as concentrações testadas, não demonstraram dose/resposta ou atividade 

inibidora do H2O2 significante e estão apresentados nos gráficos 18, 19, 20 e 

21. 
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Gráfico 18 - Efeito dos extratos de P. barbatus frente ao H2O2. * p > 0,05 em comparação ao 

Trolox. 
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Gráfico 19 - Efeito dos extratos de V. condensata frente ao H2O2. * p > 0,05 em comparação 

ao Trolox. 
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Gráfico 20 - Efeito das frações de P. barbatus frente ao H2O2. * p > 0,05 em comparação ao 

Trolox. 
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Gráfico 21 - Efeito das frações de V. condensata frente ao H2O2. * p > 0,05 em comparação ao 

Trolox. 

4.5.6 INIBIÇÃO DO ÓXIDO NITRICO QUÍMICO 

Todos os extratos e frações, de ambas as espécies em estudo, em todas 

as concentrações testadas, não demonstraram dose/resposta ou atividade 

inibidora do NO significante. As amostras apresentaram doses efetivas a partir 
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de doses não usuais (acima de 625 µg/mL), representados nos Gráficos 22, 23, 

24 e 25, quando comparadas ao ensaio de NO celular.  
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Gráfico 22 - Efeito dos extratos de P. barbatus frente ao NO. * p > 0,05 em comparação a 

quercetina. 
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Gráfico 23 - Efeito dos extratos de V. condensata frente ao NO. * p > 0,05 em comparação a 

quercetina. 
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Gráfico 24 - Efeito das frações de P. barbatus frente ao NO. * p > 0,05 em comparação a 

quercetina. 
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Gráfico 25 - Efeito das frações de V. condnesata frente ao NO. * p > 0,05 em comparação a 

quercetina. 

4.6 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA 

 As concentrações das amostras utilizadas para os ensaios com 

macrófagos, foram definidas de acordo com os ensaios de citotoxicidade, 

realizados previamente, sendo escolhidas as doses que não apresentaram 

influencia na viabilidade celular. Dessa forma, as concentrações testadas 

foram: 25; 50 e 100 µg/mL para os extratos e frações aquosas de ambas as 
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espécies e 6,25; 12,5 e 25 µg/mL para as frações AcOEt e Hex de ambas 

espécies. 

4.6.1 INDUÇÃO E INIBIÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO CELULAR 

Os resultados encontrados para o ensaio de indução de óxido nítrico em 

macrófagos demonstraram que nenhum dos extratos ou frações foram capazes 

de induzir a produção de NO sobre as condições estabelecidas. Desse modo, 

foram realizados ensaios de inibição de NO em macrófagos estimulados por 

LPS. 

Os resultados dos extratos e frações frente ao ensaio de inibição do 

óxido nítrico celular encontram-se nos gráficos 26, 27, 28 e 29. Pode-se notar 

que as duas espécies tiveram influência significativa sobre a produção de óxido 

nítrico em macrófagos nas condições estabelecidas. De maneira geral, a 

espécie V. condensata apresentou uma maior inibição da produção e/ou 

captura de NO, em particular o extrato hidroalcoólico (81,78 ± 4,28% de 

inibição) e sua fração AcOEt (79,42 ± 2,38% de inibição).  
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Gráfico 26 - Efeitos dos extratos de P. barbatus para o ensaio de inibição de NO celular. * p < 

0,05 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 27 - Efeito dos extratos de V. condensata para o ensaio de inibição de NO celular. * p 

< 0,05 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 28 - Efeito das frações de P. barbatus para o ensaio de inibição de NO celular. * p < 

0,05 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 29 - Efeito das frações de V. condensata para o ensaio de inibição de NO celular. * p < 

0,05 comparando com o grupo LPS. 

4.6.2 INDUÇÃO E INIBIÇÃO DE CITOCINAS 

4.6.2.1 INDUÇÃO DE CITOCINAS 

Nos ensaios de indução para todas as citocinas testadas, não houve 

produção significativa de citocinas pelos macrófagos quando expostas aos 

extratos/frações, tendo grupos estatisticamente iguais ao grupo controle (sem 

tratamento). 

4.6.2.2 INIBIÇÃO DE TNF-α 

Para o ensaio de inibição do TNF-α apenas os extratos e fração AcOEt 

da espécie V. condensata demonstraram efetividade, alcançando 28,72 ± 

2,95% de inibição para extrato aquoso, 30,21 ± 9,2% para extrato 

hidroalcoólico e 28,42 ± 4,22% para fração AcOEt. Os resultados encontram-se 

expressos nos gráficos 30, 31, 32 e 33.  
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Gráfico 30 - Efeito dos extratos de P. barbatus para o ensaio de inibição de TNF-α. *p < 0,001 

comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 31 - Efeito dos extratos de V. condensata para o ensaio de inibição de TNF-α. & p < 

0,01; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 32 - Efeito das frações de P. barbatus para o ensaio de inibição de TNF-α. # p < 0,05; 

*p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 33 - Efeito das frações de V. condensata para o ensaio de inibição de TNF-α. *p < 

0,001 comparando com o grupo LPS. 

4.6.2.3 INIBIÇÃO DE IL-1β 

Para o ensaio de inibição da IL-1β as amostras não demonstraram dose 

resposta, mas, houve inibição significativa para os extratos aquoso (32,29 ± 
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17,02% em 25 µg/mL) e hidroalcoólico (55,22 ± 15,4% em 100 µg/mL) de P. 

barbatus e para as frações Hex de ambas as espécies, alcançando até 45,47 ± 

4,86% para P. barbatus e 40,31 ± 4,05% para V. condensata nas doses de 25 

µg/mL, podendo ser observados nos gráficos 34, 35, 36 e 37. 
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Gráfico 34 - Resultados dos extratos de P. barbatus para o ensaio de inibição de IL-1β. # p < 

0,05; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS 
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Gráfico 35 - Resultados dos extratos de V. condensata para o ensaio de inibição de IL-1β. *p < 

0,001 comparando com o grupo LPS 
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Gráfico 36 - Resultados das frações de P. barbatus para o ensaio de inibição de IL-1β. # p < 

0,05; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS 
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Gráfico 37 - Resultados das frações de V. condensata para o ensaio de inibição de IL-1β. # p < 

0,05; & p < 0,01; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 
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4.6.2.4 INIBIÇÃO DE IL-6 

Nos ensaios de inibição de IL-6, ambas as espécies apresentaram 

diferenças em relação ao grupo LPS, porém, destaca-se a atividade 

imunomoduladora de V. condensata onde se observa maior inibição na 

produção desta citocina, chegando a inibição de 63,76 ± 1,92% para extrato 

aquoso e 88,82 ± 1,15% para extrato hidroalcoólico, ambos na dose de 100 

µg/mL e ainda 79,71 ± 2,11% de inibição para fração AcOEt na dose de 25 

µg/mL. Os dados podem ser observados nos gráficos 38, 39, 40 e 41. 
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Gráfico 38 - Resultados dos extratos de P. barbatus para o ensaio de inibição de IL-6. *p < 

0,001 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 39 - Resultados dos extratos de V. condensata para o ensaio de inibição de IL-6. # p < 

0,05; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 40 - Resultados das frações de P. barbatus para o ensaio de inibição de IL-6. # p < 

0,05; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 
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Gráfico 41 - Resultados das frações de V. condensata para o ensaio de inibição de IL-6. & p < 

0,01; *p < 0,001 comparando com o grupo LPS. 

4.7 ANÁLISE DA FRAÇÃO AcOEt DE P. barbatus POR 

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (PS-MS)  

 Os dados mais promissores frente a atividade anti-H.pylori, bem como 

para atividade antioxidante associada a concentração de polifenóis e 

flavonoides, nos conduziram a avaliar a fração AcOEt de P. barbatus pela 

técnica de espectrometria de massas PS-MS e os dados referentes a análise 

encontram-se no Gráfico 42 e Tabela 6. A fração apresentou 63 picos de 

possíveis substâncias, onde pode-se sugerir a presença de 8 moléculas de 

acordo com o já descrito pela literatura (Figura 13), sendo eles: Luteolina, ácido 

rosmarinico, plectrin, abietano hidrolisado, barbatusina, 3β-hidroxi-

3deoixibarbatusina, ciclobutatosina e coleoside B (ALASBAHI; MELZIG, 2010b; 

ALBUQUERQUE et al., 2007; PORFÍRIO et al., 2010; SCHULTZ et al., 2007). 
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Gráfico 42 – Espectro de massas PS(-)-FT-ICR da análise da fração AcOEt de P. barbatus. 
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Tabela 6 – Resultados da análise química da fração AcOEt de P. barbatus por PS-MS. 

Nº 
m/z 

calculado
 Intensidade 

Erro 
(ppm) 

Res.
a 

DBE
b
 

m/z 
padrão 

1 255.11356 2.6 x 10
6 

1.47 97048 4 
[C12H17O4 - H]

- 

255.11323 

2 255.23343 6.6 x 10
6 

1.87 80525 1 
[C16H32O2 - H]

- 

255.23295 

3 265.14841 2.4 x 10
7 

14.62 77291 5 
[C15H22O4 - H]

- 

265.14453 

4 278.10387 3.3 x 10
6
 1.69 76998 7 

[C14H17NO5 - H]
- 

278.10340 

5 279.16427 2.4 x 10
6 

14.65 75342 5 
[C16H25O4 - H]

- 

278.10340 

6 281.24933 2.6 x 10
6 

2.57 69192 2 
[C18H35O2 - H]

-
 

281.24860 

7 283.26489 3.7 x 10
6 

2.26 73270 1 
[C18H36O2 - H]

-
 

283.26425 

8 285.04104 4.7 x 10
6 

2.02 72654 11 
[C15H10O6 - H]

-
 

285.04104 

9 293.17980 1.4 x 10
7 

13.54 69649 4 
[C17H26O4 - H]

-
 

293.17583 

10 297.15364 3.7 x 10
7 

6.22 69294 0 
[C12H26O8 - H]

-
 

297.15549 

11 309.17488 9.4 x 10
6 

9.03 67783 10 
[C18H22N4O - H]

-
 

309.17208 

12 311.16936 9.3 x 10
7 

5.72 66376 0 
[C13H28O8 - H]

-
 

311.17114 

13 321.17496 8.4 x 10
6 

8.96 65905 11 
[C19H22N4O - H]

-
 

321.17208 

14 325.18509 1.3 x 10
8 

5.23 63416 0 
[C14H30O8 - H]

-
 

325.18679 

15 337.20629 5.0 x 10
6 

8.62 61567 10 
[C20H26N4O - H]

-
 

337.20339 

16 339.20085 6.3 x 10
7 

4.70 61144 0 
[C15H32O8 - H]

-
 

339.20244 

17 353.0127 6.6 x 10
6 

8.41 59931 10 
[C20H26N4O2 - H]

-
 

353.19830 

18 359.07818 1.8 x 10
7 

2.62 57197 11 
[C18H16O8 - H]

-
 

359.07724 

19 370.17035 1.3 x 10
7 

4.10 54973 1 
[C14H29NO10 - H]

-
 

370.17187 

20 377.16153 1.4 x 10
7
 2.54 55273 8 

[C20H25O7 - H]
-
 

377.16058 

21 384.18608 3.9 X 10
7 

3.72 53378 1 
[C15H31NO10 - H]

-
 

384.18752 

22 398.20179 4.4 x 10
7 

3.46 51645 1 
[C16H33NO10 - H]

-
 

398.20317 

23 401.16169 8.0 x 10
6 

2.78 51925 10 
[C22H26O7 - H]

-
 

401.16058 

24 403.17725 7.0 x 10
6 

2.54 52155 9 
[C22H28O7 - H]

-
 

403.17623 

25 409.15142 3.4 x 10
6 

2.49 54098 8 
[C20H26O9 - H]

-
 

409.15041 

27     412.21753    2.5 x 10
7 

3.13 49653 1 
[C17H35NO10 - H]

-
 

412.21882
 

28 414.19683 6.7 x 10
6 

3.02 50878 1 
[C16H33NO11 - H]

- 

414.19808 

29 417.15683 1.1 x 10
7 

3.22 50358 10 
[C22H26O8 - H]

- 

417.15549 
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Nº 
m/z 

calculado
 Intensidade 

Erro 
(ppm) 

Res.
a 

DBE
b
 

m/z 

padrão 

30 419.17244 1.1 x 10
8 

3.10 49027 9 
[C22H28O8 - H]

- 

417.15549 

31 423.16745 8.4 x 10
6 

3.30 49184 8 
[C21H28O9 - H]

- 

417.15549 

32 428.21264 4.6 x 10
6 

2.55 49677 1 
[C17H35NO11 - H]

- 

428.21372 

33 433.15188 8.7 x 10
7 

3.41 47952 10 
[C22H26O9 - H]

- 

433.15041 

34 435.16743 2.0 x 10
7 

3.15 47401 9 
[C22H28O9 - H]

- 

435.16606 

35 437.13882 1.2 x 10
7 

1.43 44485 18 
[C28H22O5 - H]

- 

435.16606 

36 439.15438 2.6 x 10
7 

1.64 44870 17 
[C28H24O5 - H]

- 

439.15510 

37 441.15144 8.7 x 10
6 

4.12 43408 21 
[C28H24O5 - H]

- 

441.14962 

38 445.18818 1.4 x10
7 

3.13 46355 10 
[C24H30O8 - H]

- 

445.18679 

39 447.20384 1.6 x 10
7 

3.14 45101 9 
[C24H32O8 - H]

- 

447.20244 

40 451.16249 1.4 x 10
7 

3.38 46370 9 
[C22H28O10 - H]

- 

451.16097 

41 455.14938 4.2 x 10
6 

1.39 29237 17 
[C28H24O6 - H]

- 

455.15001 

42 461.18319 9.3 x 10
6 

3.21 44600 10 
[C24H30O9 - H]

- 

461.18171 

43 463.19882 9.3 x10
6 

3.17 45624 9 
[C24H32O9 - H]

- 

463.19736 

44 464.15791 6.9 x 10
6 

3.65 45750 10 
[C22H27NO10 - H]

- 

464.15622 

45 466.17339 1.7 x 10
7 

3.29 43440 20 
[C22H29NO10 - H]

- 

466.17187 

46 475.18005 6.3 x 10
6 

4.31 46049 6 
[C21H32O12 - H]

- 

475.18210 

47 481.16512 1.8 x 10
8 

1.12 42628 18 
[C30H26O6 - H]

- 

481.16566 

48 483.16213 5.7 x 10
7 

4.03 40505 22 
[C33H24O4 - H]

- 

483.16018 

49 493.17325 1.6 x 10
7 

3.48 42286 10 
[C24H30O11 - H]

- 

493.17154 

50 495.18856 4.6 x 10
6 

2.77 42302 9 
[C24H32O11 - H]

- 

495.18719 

51 497.16010 2.3 x 10
7 

0.96 41957 18 
[C30H26O7 - H]

- 

497.16058 

52 499.17572 6.7 x 10
7
 1.01 41176 17 

[C30H28O7 - H]
- 

499.17623 

53 501.17262 2.0 x 10
7
 0.04 40797 8 

[C21H30N2O12 - H]
- 

501.17260
 

54 508.18428 1.9 x 10
8
 0.99 40400 15 

[C25H27N5O7 - H]
- 

508.18377 

55 517.19021 2.4 x 10
7 

4.74 41220 7 
[C23H34O13 - H]

- 

517.19266 

56 524.17929 1.7 x 10
7 

1.15 39987 15 
[C25H27N5O8 - H]

- 

524.17868 

57 526.19483 6.0 x 10
7 

0.93 38950 14 
[C25H29N5O8 - H]

- 

524.17868 
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Nº 
m/z 

calculado
 Intensidade 

Erro 
(ppm) 

Res.
a 

DBE
b
 

m/z 

padrão 

58 535.22067 9.0 x 10
6 

4.08 38469 10 
[C27H36O11 - H]

- 

535.21849 

59 553.23066 5.2 x 10
6 

2.91 37716 9 
[C27H38O12 - H]

- 

553.23066 

60 554.18198 4.2 x 10
6 

0.10 38507 19 
[C32H29NO8 - H]

- 

554.18204 

61 559.18226 4.9 x 10
6 

0.28 36600 13 
[C28H32O12 - H]

- 

559.18210 

62 561.21696 8.1 x 10
6 

3.43 38446 7 
[C25H38O14 - H]

- 

561.21888 

63 577.19248 3.8 x 10
6 

0.32 35163 12 
[C28H34O13 - H]

- 

577.19266 
a
Poder de resolução; 

b
Equivalente de ligações dublas 
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Figura 13 – Estruturas identificadas na fração AcOEt de P. barbatus por PS-MS (desenhadas 

pelo autor através do software MarvinSketch 16.8.8). 
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5 DISCUSSÃO 

Atualmente, o tratamento da infecção por H. pylori consiste em uma 

tripla terapia contendo dois antibióticos e um inibidor da bomba de prótons 

(IBP). Usualmente, estes medicamentos são comercializados em conjunto, com 

tempo de tratamento variando de 7 a 14 dias (ANVISA, 2016; COELHO et al., 

2013). Além de difícil adesão por parte dos pacientes, o alto custo e o 

prolongado tempo de tratamento, aliados ao aumento do aparecimento de 

bactérias resistentes a antibióticos soma a necessidade de busca por novas 

substâncias capazes de controlar a infecção por H. pylori. 

Plantas medicinais são fontes de produtos naturais biologicamente 

ativos que possuem diversidade estrutural, físico-química e biológica. 

Ultimamente, muitas espécies de plantas são estudadas na busca de 

substâncias com capacidade antimicrobiana, gastroprotetora, 

imunomoduladora, antioxidante, entre outras. Tendo em vista que produtos 

naturais tem se mostrado úteis no combate a doenças infecciosas, 

inflamatórias e com alta atividade de EROs, pesquisadores tem direcionado 

estudos na busca por compostos com tais atividades (CRAGG; NEWMAN, 

2014). 

Com base nisto, as espécies P. barbatus e V. condensata, foram 

avaliadas frente ao seu potencial gastroprotetor e inibidor de H. pylori e ainda 

frente aos seus possíveis mecanismos de geração de danos gástricos 

referentes ao processo inflamatório e produção de EROs. 

 Os resultados da atividade anti-H. pylori foram significativos para os 

extratos e frações de P. barbatus, entretanto, para V. condensata apenas a 

fração Hex atingiu CIM em 1024 μg/mL. A atividade antibacteriana de P. 

barbatus é descrita para diversos microrganismos, mas os dados frente ao H. 

pylori são inéditos até o presente estudo. De modo geral, o extrato aquoso e a 

fração AcOEt demonstraram os melhores valores de CIM (512 e 256 µg/mL, 

respectivamente), sendo que apenas a fração AcOEt apresentou CBM em 

1024 µg/mL. Embora não exista um consenso na literatura em termos de 

valores de CIM para produtos naturais, autores sugerem que CIM inferiores a 

1000 µg/mL para extratos e frações podem ser vistos como ativos 

(ALIGIANNIS et al., 2001; BOUZADA et al., 2009; HOLETZ et al., 2002; 
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KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2007; WEBSTER et al., 2008). Comparando os 

resultados do presente estudo com outros trabalhos de avaliação de atividade 

anti-H. pylori, os dados obtidos para o extrato aquoso e fração AcOEt de P. 

barbatus se mostraram relevantes com CIM variando de 512 a 256 µg/mL 

(SOUZA et al., 2009; WANG, 2014; WANG; HUANG, 2005). Outro exemplo foi 

o trabalho desenvolvido por Wang e Huang (2005), no qual realizaram uma 

triagem de 50 espécies de plantas utilizadas na medicina taiwanesa e apenas 5 

espécies apresentaram atividade anti-H pylori significativas, sendo que a 

espécie com maior atividade apresentou CIM de 640 µg/mL. 

A ausência de CBM em doses mais baixas demonstra uma atividade 

majoritariamente bacteriostática, onde o microrganismo volta a crescer na 

ausência das substâncias em estudo. A inibição da proliferação bacteriana é de 

suma importância, uma vez que, o H. pylori possui diversos mecanismos para 

evadir das células de defesa, porém, entende-se que as bactérias atenuadas 

ou metabolicamente enfraquecidas são mais suscetíveis a atuação do sistema 

imune (PANKEY; SABATH, 2004).  

Esta atividade antibacteriana de P. barbatus pode ser atribuída aos 

diferentes diterpenos encontrados na espécie, bem como pela quantidade 

significativa de flavonoides presentes nessas amostras como demonstrado 

neste estudo (Tabela 2). A presença de terpenos na espécie P. barbatus foi 

determinada apenas pelo método de espectrometria de massas, sendo que 

esta classe de metabólitos não foi possível de ser detectada pelos ensaios de 

fitoquímica preliminar, podendo ser justificado pela grande diferença de 

sensibilidade entre os testes. 

Os terpenóides de modo geral possuem significativa atividade 

antimicrobiana. P. Barbatus possui em suas folhas majoritariamente diterpenos 

do tipo abietano que também possuem atividade antimicrobiana relatada por 

diversos autores frente a diferentes espécies de microrganismos (CARVALHO 

et al., 2011; SINGH; PAL; SHARMA, 1999; SOUZA et al., 2011). Embora os 

mecanismos de ação dos diterpenos frente ao crescimento bacteriano não seja 

bem elucidado, alguns autores sugerem que estes metabolitos possam causar 

lise e alterações funcionais da membrana celular. Nesta linha de raciocínio, as 

estruturas dos diterpenos mais atuantes apresentariam um grupo lipofílico 

capaz de se inserir na membrana celular e outro grupo hidrofílico com 
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capacidade de gerar ligações de hidrogênio, o que ocasionaria na interação 

com grupos fosforilados da membrana (CARVALHO et al., 2011; URZUA et al., 

1998). Os diterpenos: plectrin, abietano hidrolisado, barbatusina, 3β-hidroxi-

3deoxibarbatusina e ciclobutatosina, encontrados pelo presente estudo na 

fração AcOEt de P. barbatus, apresentam tais características, tendo em seu 

esqueleto carbônico pelo menos um grupamento hidroxila, sugerindo desta 

forma, que possam atuar na membrana celular. 

Já os flavonoides, são uma classe química muito estudada e com 

diversos relatos sobre atividade antimicrobiana (IRANSHAHI et al., 2015). 

Dentre suas atuações, os flavonoides podem interagir inibindo proteínas, 

criando desbalanço redox, quelando íons de importância biológica e até mesmo 

atuando na parede celular (AHAMD et al., 2015). De modo geral, os 

flavonoides atuam causando complicações no metabolismo bacteriano, 

forçando-os a entrar em estado de latência proliferativa. A ausência de 

atividade sobre H. pylori de V. condensata, mesmo com quantidade 

considerável de flavonoides, é justificada pelos diferentes tipos de flavonoides 

possíveis. Desta forma, é importante ressaltar que as substituições nos anéis 

A, B e C (Figura 14), bem como as ligações, simples ou dupla, entre os 

carbonos, influenciam diretamente sobre sua atividade biológica. 

 

Figura 14 – Anel fundamental dos flavonoides (MOTA et al., 2009) 

 Na fração AcOEt de P. barbatus, pode-se sugerir a presença do 

flavonoide luteolina, que embora seja amplamente encontrado em plantas 

medicinais, é um flavonoide polihidroxilado e que possui atividade 

antibacteriana já comprovada e pode estar influenciando sobre a atividade 

desta espécie frente ao crescimento do H. pylori (CHIRUVELLA et al., 2007)  
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 Dados de CIM sobre H. pylori da amoxicilina, do extrato aquoso e 

frações AcOEt e Hex de P. barbatus nos conduziram a análise da superfície 

bacteriana por microscopia eletrônica de varredura (MEV).  

 As imagens analisadas por MEV sugerem que o extrato aquoso na dose 

de sub-CIM (256 µg/mL) não apresenta atuação sobre a morfologia bacteriana. 

Entretanto, nesta mesma dose, foi observado inibição próxima a 60% do 

crescimento de H. pylori em caldo BHI, sugerindo que o extrato aquoso de P. 

barbatus não possui atividade sobre a parede celular bacteriana, mas, 

provavelmente interfere em algum processo metabólico chave do H. pylori 

quando cultivado nestas condições. 

 As imagens de micrografia eletrônica do grupo tratado com fração Hex 

em 256 µg/mL apresentou células bacterianas com alterações morfológicas 

não específicas, tendo de modo geral células lisadas e com aparente 

extravasamento de conteúdo intracelular. Tais achados podem estar ligados 

com uma atuação direta de metabólitos da fração Hex sobre diferentes 

estruturas da parede celular bacteriana e ou membrana celular, como por 

exemplo o mecanismo atualmente aceito dos diterpenos já citados, que são 

amplamente encontrados na espécie P. barbatus. Embora não tenha sido 

realizada uma quantificação dos achados, a quantidade de células lisadas foi 

nitidamente inferior ao número de células bacterianas normais, o que explicaria 

o brusco declínio na porcentagem de inibição dentre uma dose e outra 

encontrada para este tratamento, onde em 256 µg/mL houve inibição inferior a 

10% e apresentando CIM em 512 µg/mL. 

 A fração AcOEt na dose sub-inibitória (128 µg/mL) apresentou 

alterações morfológicas no H. pylori semelhantes ao encontrado no grupo 

tratado com dose sub-inibitória de amoxicilina (0,125 µg/mL). Dentre elas 

encontram-se células filamentadas e com protuberâncias, indicando uma 

possível atuação na parede celular. Tais achados se assemelham com os 

dados de Deloney e Schiller, (1999). Neste estudo, formas alongadas e 

cocoides de H. pylori foram observadas quando expostas a sub-CIM de 

diferentes beta-lactâmicos. A micrografia do grupo tratado com a fração AcOEt 

e amoxicilina na sub-CIM, também demonstrou pronunciada filamentação, 

semelhante ao descrito pelos autores. Este dado pode ser interpretado como 

uma possível interação com PBPs (penicillin binding proteins) que atuam na 
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septação das células, destacando-se a PBP63 de H. pylori. O trabalho de 

Deloney e Schiller, (1999) demonstrou que o H. pylori tratado com sub-CIM do 

antibiótico aztreonam, leva a formação de uma grande quantidade de células 

filamentosas, por apresentar ligação a esta PBP63, corroborando assim, para a 

atuação desta PBP na septação bacteriana. Desta forma, é possível que 

substâncias presentes na fração AcOEt, quando em doses mais baixas, 

também possam atuar na PBP63 e assim dificultando a separação das células. 

Embora a filamentação tenha sido uma alteração morfológica marcante neste 

grupo, a formação de protuberâncias e bolhas (Blebs) foram notadas em maior 

quantidade, sugerindo possível atuação em outras PBPs atuantes na formação 

da parede de peptideoglicano.  

 Ainda, a micrografia em 10.000x do grupo tratado com a fração AcOEt 

apresenta semelhanças com os achados de Dus et al. (2013), que avaliaram os 

passos da transformação de H. pylori da forma helicoidal em cocoide quando 

submetidas a estresses químico ou nutritivo (Figura 15). Segundo os autores, 

inicialmente a forma helicoidal tende a criar uma curvatura em U com 

posteriores formações de protuberâncias e blebs nas extremidades. Em 

condições de estresse específico, a célula bacteriana tende a se enrolar e 

adquirir a forma arredonda e metabolicamente inativa. 

 
Figura 15 – Esquerda: micrografia do H. pylori sobre influência da fração AcOEt de P. barbatus 

(10.000x e legenda de 1µm, fonte: autor); Direita: micrografias dos processos de transformação 

do H. pylori da forma helicoidal para coicoide (ordem crescente) (retirado de DUŚ et al., 2013). 

 Considerando o envolvimento de EROs e ERNs no desenvolvimento de 

danos ao tecido gástrico durante infecção por H. pylori a busca por substâncias 

capazes de atenuar os danos gerados por estas espécies reativas se faz 

necessária. Desta forma, os extratos e frações de P. barbatus e V. condensata 
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foram avaliados frente a diferentes espécies reativas visando analisar o 

potencial antioxidante dos mesmos. 

 Devido aos vários tipos de espécies reativas existentes, bem como ao 

alto número de alvos moleculares possíveis de oxidação, é difícil de escolher 

apenas um método que seja capaz de representar a atividade antioxidante, de 

compostos ou extratos, de forma confiável e precisa (CHOI et al., 2002; 

SUZUMURA; YASUHARA; NARITA, 1999). Assim, ensaios com diferentes 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem, juntos, oferecer um 

resultado mais abrangente da atividade antioxidante. Os ensaios com os 

radicais artificiais DPPH e ABTS•+ fornecem de modo simples uma pré-

avaliação da atividade antioxidante, enquanto que os ensaios com O2
•-, H2O2, 

HOCl e NO são vistos como espécies reativas de importância biológica, pois 

são gerados no organismo de forma natural, e além de dar origem a outras 

espécies reativas com potencial de danificar células e tecidos, possuem grande 

relevância no desenvolvimento de doenças, como aterosclerose, úlceras 

gástricas, asma e até mesmo câncer (CHING; JONG; BAST, 1994; 

GOLDSTEIN et al., 1979; SUZUMURA; YASUHARA; NARITA, 1999; 

VASCONCELOS et al., 2007). 

  Os resultados encontrados para os radicais artificiais DPPH e ABTS•+ 

revelaram que os extratos e frações (exceto as frações Hex) das espécies 

estudadas apresentam potencial antioxidante significativo, uma vez que os 

resultados foram comparados com outros estudos de atividade antioxidante de 

plantas medicinais, sendo que o presente trabalho obteve valores de CE50 

inferiores ou similares aos considerados satisfatórios por outros autores 

(NAGULSAMY; PONNUSAMY; THANGARAJ, 2015; SOUSA et al., 2007). 

 Embora com baixo potencial reativo e pouca atuação sobre moléculas 

biológicas, o O2
•- é de suma importância, pois esta espécie reativa é crucial 

para formação de outras EROs e ERNs (Figura 16). De modo geral, as 

amostras de polaridade media/alta (extrato aquoso e frações Aq e AcOEt) 

demonstram maior desempenho na inibição do O2
•-. Tais resultados podem ser 

atribuídos a uma maior concentração de compostos fenólicos e flavonoides 

polihidroxilados, o que justificaria também a baixa atividade de frações apolares 

como a hexânica. Estas moléculas possuem diferentes mecanismos 

antioxidantes/redutores, mas destacam-se sua capacidade de doação de 
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prótons e de receber elétrons, se estabilizando por ressonância ou formação de 

grupos funcionais estáveis (Figuras 17 e 18) (PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; 

WILHELMOVÁ, 2011).  

 

 

Figura 16 – Formação de espécies reativas provenientes da atividade de enzimas envolvidas 

no burst oxidativo de fagócitos (adaptado de HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998) 

 

Figura 17 – Flavonoide neutralizando O2
•-
 e se estabilizando por ressonância (adaptado de 

PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011) 
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Figura 18 – Anel B de flavonoide neutralizando duas moléculas de espécie reativa e se 

estabilizando por formação do grupo funcional quinona (retirado de PROCHÁZKOVÁ; 

BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011) 

 Embora nenhuma das amostras tenha sido capaz de inibir a atividade da 

enzima urease, as frações AcOEt e Hex nas doses de 50 e 100 µg/mL, de 

ambas as espécies, demonstraram atividade inibidora de HOCl significativa 

(superior a 50% de inibição), podendo desta forma inibir a formação de 

monocloramina (NH2Cl), proveniente da interação das moléculas de NH3 

formado pela urease e o HOCl formado pelo stress oxidativo iniciado pela 

infecção por H. pylori. Desta forma, destaca-se uma possível proteção indireta 

contra a atuação citotóxica da NH2Cl. Ressalta-se ainda que o HOCl por si só é 

um forte agente oxidativo e sua inibição ocasiona em proteção contra os 

diversos danos possíveis que esta espécie reativa possa ocasionar. 

Diferentemente dos demais ensaios com espécies reativas, as frações Hex de 

ambas as espécies demonstraram atividade antioxidante frente ao ensaio com 

HOCl, sugerindo que estas frações também possuem substâncias alvo de 

oxidação. 

 Mesmo com o potencial antioxidante já indicado pelos resultados dos 

ensaios citados anteriormente, todas as amostras, em todas as concentrações 

testadas, não foram capazes de inibir significativamente o H2O2 e nem mesmo 

o NO gerado quimicamente, corroborando desta forma, a afirmação de Choi et 

al. (2002) sobre a diversidade e complexidade natural dos compostos 

fitoquímicos, tornando inapropriado avaliar a atividade antioxidante por um 

único método ou frente a uma única espécie reativa. 



95 

 

 O consumo de etanol é visto como um agravante nos problemas 

gástricos, incluindo infecção por H. pylori, pois sua característica de solvente 

dissolve parte do muco protetor do epitélio, expondo a mucosa ao pH ácido e à 

enzimas proteolíticas como a pepsina. Além disso, o etanol possui efeito tóxico 

direto sobre o epitélio, diminui a secreção de bicarbonato, estimula secreção de 

ácido, reduz fluxo sanguíneo e até mesmo cria desbalanços redox, levando a 

uma grande quantidade de espécies reativas, ocasionando danos diversos 

(MATSUHASHI et al., 2007; SUZUKI et al., 2011).  

 Com tantos danos possíveis gerados pelo etanol, destacando-se a 

grande produção de espécies reativas, os extratos de ambas as espécies em 

estudo foram testadas frente ao modelo animal de indução de lesões gástricas 

por etanol. 

 Os dados de gastroproteção de P. barbatus demonstraram significância 

para os extratos aquosos e hidroalcoólicos quando comparadas ao controle 

salina. Os resultados foram mais promissores para o extrato aquoso, 

demonstrando maior potencial gastroprotetor, alcançando até 71% de 

gastroproteção. Ainda, o extrato aquoso não apresentou diferença 

estatisticamente significativa em relação aos padrões de proteção gástrica 

utilizados (Omeprazol e Ranitidina), corroborando para uma importante 

atividade gastroprotetora. Estes achados podem estar ligados à atividade de 

diferentes metabólitos como, por exemplo, o diterpeno plectrinona A, no qual foi 

estudado por Schultz et al., (2007) demonstrando significativa atividade 

inibidora da bomba de prótons (H+, K+ -ATPase).  

 Somado a isto, em um estudo realizado por Rodrigues et al., (2010), 

foram avaliadas as atividades gastroprotetoras, em modelo animal de 

úlcerações por etanol 96%, dos metabólitos barbatusina e 3b-hidroxi-3-

deoxibarbatusina, ambos isolados da espécie Plectranthus grandis, 

demonstrando que estes metabolitos possuem alto potencial gastroprotetor. 

Estes metabólitos são encontrados também na espécie P. barbatus e foram 

detectados pela metodologia PS-MS na fração AcOEt utilizada no presente 

estudo. Rodrigues et al., (2010) sugerem que a atividade gastroprotetora de 

barbatusina seria proveniente de um significante aumento na produção de 

muco, enquanto que a atividade do 3b-hidroxi-3-deoxibarbatusina não foi 

proposta, mas, foi associado a mecanismos gastroprotetores independentes de 
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NO, uma vez que sua atividade foi mantida mesmo com adição de inibidores de 

NOS como L-NAME.  

 Além disto, Falé et al., (2012) e Porfírio et al., (2010) demonstraram que 

o extrato aquoso de P. barbatus possui significativa capacidade inibidora de 

acetilcolinesterase e que é mantida após digestão estomacal, mas, reduzida 

em até 50% após digestão pancreática. Estes autores associaram esta 

atividade anti-acetilcolinesterase com a possível ação purgativa de P. barbatus 

relatada pela medicina popular. Isto se deve ao fato de que a inibição da 

acetilcolinesterase leva estímulos da motilidade gastrointestinal e 

consequentemente proteção gástrica frente a agentes tóxicos (CELLEK et al., 

2008; JARVIE; CELLEK; SANGER, 2008). Ainda, Falé et al., (2012) 

encontraram forte correlação entre a atividade anti-acetilcolinesterase e 

concentração de ácido rosmarinico, metabolito este também encontrado na 

fração AcOEt de P. barbatus pelo presente estudo. 

 Além destes metabolitos, ressalta-se também, que os extratos, 

majoritariamente o extrato aquoso, apresentaram uma importante atividade 

antioxidante frente as espécies reativas testadas, que por sua vez, possuem 

influencia em parte dos danos gerados no estômago através do modelo com 

etanol. Por fim, o extrato aquoso de P. barbatus, diferentemente do 

hidroalcoólico, não foi capaz de capturar ou inibir a produção de NO no ensaio 

com os macrófagos estimulados por LPS, em nenhuma concentração testada. 

 O NO possui grande importância na proteção gástrica, pois garante 

maior taxa de circulação sanguínea, que implica diretamente na remoção, 

diluição e neutralização de espécies tóxicas, bem como na manutenção do pH 

gástrico. Deste modo, a ineficácia na inibição da produção do NO pode ser 

vista como ponto positivo frente ao ensaio de gastroproteção. 

 Os resultados de proteção gástrica de V. condensata demonstraram que 

o extrato hidroalcoólico foi mais efetivo quando comparado com o extrato 

aquoso e ainda apresentou o maior valor de proteção (78,9%) comparando 

todos os outros extratos. O extrato hidroalcoólico ainda, não apresentou 

diferença estatisticamente significativa com os dois padrões de gastroproteção 

utilizados, tendo até mesmo valores de área de lesão (mm2) inferiores ao grupo 

tratado com ranitidina.  
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 Concomitantemente com a realização deste trabalho, Boeing et al. 

(2016) avaliaram a atividade gastroprotetora de V. condensata com modelos de 

indução de úlceras por etanol e indometacina e os seus possíveis mecanismos 

de ação. Estes autores também demonstraram grande potencial gastroprotetor 

para a espécie, porem em extratos etanólicos e nas doses de 3, 30 e 300 

mg/kg. Dentre os mecanismos de gastroproteção citados por estes autores, 

destacam-se as atividades antioxidantes bem como a inibição do recrutamento 

de neutrófilos o que pode ser fortalecido com os resultados encontrados no 

presente estudo, pois foi observado atividade antioxidante frente a espécies 

reativas de interesse biológico O2
•- (CE50 próximo de 70 µg/mL para o extrato 

aquoso) e HOCl (CE50 de 42 µg/mL para fração AcOEt) bem como inibição de 

citocinas pró-inflamatórias nos ensaios com macrófagos (percentuais de 

inibição de até 30% para TNF- α, 40% para IL-1β e 89% para IL-6) . Entretanto, 

ao comparar os resultados das atividades antioxidante e imunomoduladora dos 

extratos aquoso e hidroalcoólico de V. condensata, pode-se notar uma maior 

capacidade antioxidante para o extrato aquoso e uma atividade 

imunomoduladora mais atuante para o hidroalcoólico. Desta forma, como os 

resultados da atividade gastroprotetora dos extratos hidroalcoólicos foram 

superiores, pode-se sugerir que a capacidade em atenuar o processo 

inflamatório é mais impactante para gastroproteção, frente ao modelo de 

ulcerações com etanol, quando comparada com atenuação de estresse 

oxidativo sob estas condições. Em contrapartida, os resultados obtidos no 

ensaio com NO celular demonstraram que ambos os extratos de V. condensata 

possuem atividade inibidora da produção e/ou captura do NO, sugerindo assim, 

que tais mecanismos protetores não são dependentes de NO. Mesmo assim, a 

inibição de NO pode ser vista positivamente no aspecto inflamatório, uma vez 

que, o NO é uma espécie reativa de nitrogênio que pode gerar danos ao 

ambiente gástrico quando em grandes quantidades e até mesmo dar origem ao 

peroxinitrito (ONOO-), que possui alto potencial oxidativo e pode reagir com 

diversas biomacromoléculas, inativando-as. Desta forma, o NO fica mais uma 

vez em situação paradoxal neste contexto. 

 Os ensaios de atividade imunomoduladora foram realizados com a 

utilização de macrófagos murinos. Estas células foram estimuladas com LPS 

de Escherichia coli que possui atuação sobre receptores denominados de Toll-
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like (TLRs), em especial o receptor TLR4, muito expressivo em macrófagos e 

células dendríticas. Apesar de não ser completamente elucidado o mecanismo 

em que o LPS leva ao estimulo celular, a sua atuação direta nos receptores 

TLR4 e ainda sobre atuação indireta em moléculas de auxilio adjacentes ao 

TLR4, como as CD14 e MD2, leva a ativação de fatores de transcrição como o 

fator nuclear kappa B (nfκβ), que age diretamente no núcleo celular 

estimulando a produção e consequente liberação de citocinas (TNF-α, IL-1β e 

IL-6) e NO (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; LAWRENCE, 2009; 

MEDZHITOV, 2001). 

 O LPS é amplamente encontrado em bactérias Gram-negativas e é 

considerado um padrão molecular associado a patógeno (PAMPs), pois é 

inexistente em células eucariotas e possui alto potencial antigênico. O excesso 

de produção de citocinas pró-inflamatórias mediante a presença de LPS no 

organismo, como por exemplo, em um caso de infecção por bactérias Gram-

negativas, leva a um processo inflamatório acentuado com consequentes 

danos teciduais devido a atuação das células de defesa e ao burst oxidativo 

(MEDZHITOV, 2001). 

 Neste sentido, substâncias capazes de inibir ou atenuar o processo 

inflamatório gerado pelo LPS são vistas com potencial imunomodulador. Assim, 

os extratos e frações, das espécies P. barbatus e V. condensata, foram 

testados juntamente com LPS a 1 µg/mL, a fim de determinar seu potencial 

anti-inflamatório. 

 Os resultados de inibição de citocinas de V. condensata, em especial os 

extratos e a fração AcOEt, foram mais significativos. A atividade anti-

inflamatória desta espécie já havia sido relatada por Da Silva et al. (2011) 

através de ensaios com indução de edema de pata por carragenina, mas de 

modo inédito, descrevemos sua atividade frente a produção de citocinas pró-

inflamatórias. Os resultados demonstraram que os extratos e frações de V. 

condensata possuem potencial imunomodulador, corroborando com os 

achados de outros autores (CHAGAS-PAULA et al., 2014; DA SILVA et al., 

2011; VALVERDE et al., 2001). Porém, não seguem um padrão de inibição, 

pois cada extrato ou fração demonstrou uma atividade diferenciada para cada 

citocina estudada. 
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Para o TNF-α a inibição foi branda, mas ainda significativa quando 

comparada com resultados de outros trabalhos científicos, onde os resultados 

obtidos pelo presente estudo foram semelhantes ou ainda superiores aos 

dados de outros pesquisadores (FENG; LING; DUAN, 2010; KIM et al., 1999; 

SANDOVAL et al., 2000; YOON et al., 2009). Wu et al. (2005) determinaram a 

atividade imunomoduladora da espécie Pteris ensiformis, frente a mesma 

linhagem de células, e destacaram as inibições de TNF- α, IL-1β e IL-6, sendo 

que em doses de 100µg/mL o extrato de P. ensiformis em estudo não foi capaz 

de inibir a produção de TNF-α significativamente e ainda apresentou valores de 

inibição para IL-1β e IL-6, nesta mesma dose, proximos a 40 e 55%, 

respectivamente,. O TNF-α possui intensa atividade de recrutamento de células 

pró-inflamatórias, estimula a produção e liberação de outras citocinas pró-

inflamatórias, bem como, atua sobre as células parietais do estômago, 

reduzindo a acidez e facilitando a sobrevida de H. pylori (WROBLEWSKI; 

PEEK; WILSON, 2010). Desta forma, a inibição de TNF-α, mesmo que em 

pequena quantidade possui relevância. Já os resultados para a IL-1β, o extrato 

aquoso e fração Hex, não apresentaram nítida dose resposta, mas mesmo 

assim, foram capazes de inibir a produção da mesma. Assim como o TNF-α, a 

IL-1β é uma citocina pró-inflamatória e também atua em células parietais do 

estômago, destacando assim, a importância desta atividade encontrada no 

extrato aquoso e fração Hex de V. condensata. 

Os resultados para IL-6 foram expressivos para esta espécie, com 

inibição próxima de 90% para o extrato hidroalcoólico na dose de 100 µg/mL e 

para a fração AcOEt na dose de 25 µg/mL. O aumento exacerbado desta 

citocina está relacionado a diversas doenças crônicas como diabetes, 

Alzheimer e Parkinson. Uma das atuações da IL-6 é aumentar a expressão de 

moléculas de adesão celular, como VCAM-1 (proteína de adesão de célula 

vascular) e ICAM-1 (molécula de adesão intercelular) nas células endoteliais, o 

que ocasiona em um aumento de influxo celular no sítio de infecção e 

consequentemente agravamento do processo inflamatório (SCHELLER et al., 

2011). Neste sentido, a inibição da mesma torna-se importante na infecção por 

H. pylori. Por fim, os extratos e fração AcOEt de V. condensata também 

demonstraram significativa inibição da produção e ou captura do NO, 

intensificando o seu potencial anti-inflamatório. 
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Tais atividades podem estar sendo exercida pelo esteroide glicosilado 

vernoniosídeo B2, descrita por Valverde et al. (2001), onde apresentou 

atividade anti-inflamatória em modelo animal. Chagas-Paula et al. (2014) 

avaliaram a atividade de V. condensata em inibir as enzimas pró-inflamatórias 

lipooxigenase (LOX) e ciclooxigenase1 (COX-1) e não encontraram inibição 

significativa. De modo contrário, os extratos e frações de V. condensata, 

demonstraram promissora atividade imunomoduladora, frente ao NO e 

citocinas em ensaio com macrófagos estimulados com LPS, sugerindo que sua 

atividade anti-inflamatória não esteja ligada a inibição das enzimas 

supracitadas. Mesmo que o mecanismo imunomodulador de V. condensata não 

seja esclarecido, o entendimento de uma atividade anti-inflamatória 

independente da inibição da COX-1 pode ser vista positivamente, pois a 

inibição desta enzima leva a intensos danos gástricos, uma vez que a inibição 

de COX-1 impede a produção de prostaglandinas e consequentemente suas 

funções protetoras do epitélio gástrico (FORNAI et al., 2011).  

Os resultados de imunomodulação de P. barbatus foram significativos 

para a inibição de IL-1β, ambos extratos e as frações testadas tiveram 

decréscimo na produção desta citocina de modo similar ao considerado 

relevante por outros autores (CHEON et al., 2009; IM; KIM; LEE, 2003; YOON 

et al., 2009).  Além disto, o extrato hidroalcoólico e as frações AcOEt e Hex 

demonstraram potencial em diminuir a produção de IL-6 e NO celular, podendo 

sugerir uma branda atividade anti-inflamatória nestas condições. Kapewangolo; 

Hussein e Meyer (2013), demonstraram atividade anti-inflamatória, utilizando 

células de sangue periférico humano, tendo determinado significativa 

diminuição no nível de citocinas como TNF-α, IL-6 e interferon gama, quando 

tratadas com extratos etanólicos de P. barbatus. Desta forma, os resultados 

menos significativos para os ensaios de TNF-α encontrados no presente 

estudo, não exclui a possível atividade anti-inflamatória desta espécie vegetal, 

visto os resultados de inibição de IL-1β, IL-6 e NO que foram significativos. 

 Os resultados somados indicam que a espécie vegetal P. barbatus 

possui maior potencial em inibir o H. pylori e seus mecanismos patogênicos, 

quando comparada com a espécie V. condensata. Os dados obtidos de 

atividade antimicrobiana, gastroprotetora, antioxidante e imunomoduladora de 

P. barbatus colocam esta espécie como possível fonte de substâncias para o 



101 

 

tratamento da infecção por H. pylori. Entretanto, os dados obtidos para V. 

condensata também demonstraram envolvimento ao processo patológico da 

infecção. Mesmo que incapaz de inibir o crescimento do microrganismo, os 

extratos e frações de V. condensata demonstraram atividades gastroprotetora, 

antioxidante e imunomoduladora, apresentando potencial para atenuar o 

processo patológico pela qual H. pylori atua. 

 Para suportar as informações obtidas no presente trabalho, ensaios 

subsequentes como de atividade anti-H. pylori in vivo, gastroproteção das 

frações e isolamento e identificação de mais compostos, seriam de suma 

importância para o melhor entendimento das atividades avaliadas de P. 

barbatus e V. condensata as quais apresentam grande potencial. 
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6 CONCLUSÕES 

 Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 O extrato aquoso, fração Hex e fração AcOEt de P. barbatus 

apresentaram atividade anti-H. pylori com CIM de 512, 512 e 256 µg/mL, 

respectivamente; 

 As micrografias demonstraram que a fração AcOEt de P. barbatus na 

sub-CIM apresentou influência na morfologia de H. pylori; 

 Nenhum dos extratos ou frações obtidas apresentou atividade inibitória 

de urease significativa; 

 A administração oral dos extratos, de ambas as espécies, na dose de 

200 mg/kg, se mostraram capazes de proteger a mucosa gástrica de 

ratos tratados com etanol, comparável com os padrões omeprazol e 

ranitidina; 

 Os extratos e frações de ambas as espécies, apresentaram potencial 

antioxidante frente aos radicais artificiais testados DPPH e ABTS•+ e 

também frente as espécies reativas de oxigênio O2
•- e HOCl; 

 Para ambas as espécies, os extratos hidroalcoólicos e suas frações 

foram capazes de inibir a produção de NO celular; 

 Extratos e frações de P. barbatus demonstraram significativa diminuição 

nos níveis de IL-1β e os extratos e frações de V. condensata 

demonstraram significativa diminuição de todas citocinas testadas; 

 Dados do presente estudo poderão contribuir para a abertura de novas 

fronteiras de investigação com P. barbatus e V. condensata as quais 

apresentam grande potencial. 



103 

 

7 REFERÊNCIAS 

AFANAS’EV, I. B. Signaling by reactive oxygen and nitrogen species in skin 
diseases. Current drug metabolism, v. 11, n. 5, p. 409–414, 2010.  
 
AGAWAL,  KAILASH C.; PARKS JR, R. E. Synergistic inhibition of platelet 
aggregation by forskolin plus pge1 or 2-fluoroadenosine: effects of 2’,5’- 
dideoxyadenosine and 5’-methylthioadenosine. Biochemical Pharmacology, 
v. 31, p. 3713–3716, 1982.  
 
AHAMD, A. et al. Therapeutic Potential of Flavonoids and Their Mechanism of 
Action against Microbial and Viral Infections-A Review. Food Research 
International, v. 77, p. 221-235, 2015.  
 
AKIRA, S.; TAKEDA, K.; KAISHO, T. Toll-like receptors: critical proteins linking 
innate and acquired immunity. Nature Immunology, v. 2, n. 8, p. 675–680, 
2001.  
 
ALASBAHI, R.; MELZIG, M. Plectranthus barbatus: A Review of 
Phytochemistry, Ethnobotanical Uses and Pharmacology – Part 2. Planta 
Medica, v. 76, n. 7, p. 653–661, 2010a.  
 
ALASBAHI, R.; MELZIG, M. Plectranthus barbatus: A Review of 
Phytochemistry, Ethnobotanical Uses and Pharmacology – Part 1. Planta 
Medica, v. 76, n. 7, p. 653–661, 2010b.  
 
ALBUQUERQUE, R. L. DE et al. Abietane Diterpenoids isolated from 
Plectranthus barbatus. Quimica Nova, v. 30, n. 8, p. 1882–1886, 2007.  
 
ALIGIANNIS, N. et al. Composition and antimicrobial activity of the essential oils 
of two Origanum species. Journal of agricultural and food chemistry, v. 49, 
n. 9, p. 4168–4170, 2001.  
 
ALLEN, L. A. et al. Helicobacter pylori disrupts NADPH oxidase targeting in 
human neutrophils to induce extracellular superoxide release. The Journal of 
Immunology, v. 174, n. 6, p. 3658–3667, 2005.  
 
AMARO-ORTIZ, A.; YAN, B.; D’ORAZIO, J. A. Ultraviolet radiation, aging and 
the skin: Prevention of damage by topical cAMP manipulation. Molecules, v. 
19, n. 5, p. 6202–6219, 2014.  
 
ARAÚJO, S. G. et al. Volatile compounds of Lamiaceae exhibit a synergistic 
antibacterial activity with streptomycin. Brazilian journal of microbilogy, v. 45, 
n. 4, p. 1341–1347, 2014.  
 
ARAVINDARAM, K.; YANG, N. S. Anti-inflammatory plant natural products for 
cancer therapy. Planta Medica, v. 76, n. 11, p. 1103–1117, 2010.  
 
BATES, J. N. et al. Nitric oxide generation from nitroprusside by vascular tissue. 



104 

 

Evidence that reduction of the nitroprusside anion and cyanide loss are 
required. Biochemical Pharmacology, v. 42, p. 157–165, 1991.  
 
BHAT, S. V et al. The antihypertensive and positive inotropic diterpene 
forskolin: effects of structural modifications on its activity. Journal of medicinal 
chemistry, v. 26, n. 4, p. 486–92, 1983.  
 
BIANCHI, M. D. L. P.; ANTUNES, L. M. G. Radicais livres e os principais 
antioxidantes da dieta. Revista de Nutrição, v. 12, n. 2, p. 123–130, 1999.  
 
BOEING, T. et al. Antiulcer mechanisms of Vernonia condensata Baker: A 
medicinal plant used in the treatment of gastritis and gastric ulcer. Journal of 
Ethnopharmacology, v. 184, p. 196–207, 2016.  
 
BONACORSI, C. et al. Comparison of Brazilian plants used to treat gastritis on 
the oxidative burst of Helicobacter pylori -stimulated neutrophil. Evidence-
based Complementary and Alternative Medicine, v. 2013, p. 1-8, 2013.  
 
BOUZADA, M. L. M. et al. Antibacterial, cytotoxic and phytochemical screening 
of some traditional medicinal plants in Brazil. Pharmaceutical Biology, v. 47, 
n. 1, p. 44–52, 2009.  
 
CARVALHO, T. C. et al. Antimicrobial activity of diterpenes from Viguiera 
arenaria against endodontic bacteria. Molecules, v. 16, n. 1, p. 543–551, 2011.  
 
CELLEK, S. et al. Synergy between 5-HT4 receptor activation and 
acetylcholinesterase inhibition in human colon and rat forestomach. 
Neurogastroenterology and motility: the official journal of the European 
Gastrointestinal Motility Society, v. 20, n. 5, p. 539–545, 2008.  
 
CHAGAS-PAULA, D. A. et al. Outstanding anti-inflammatory potential of 
Asteraceae species through the potent dual inhibition of cyclooxygenase and 
lipoxygenase. Planta medica, v. In press, p. 1296–1307, 2014a.  
 
CHAGAS-PAULA, D. A. et al. Prediction of Anti-inflammatory Plants and 
Discovery of Their Biomarkers by Machine Learning Algorithms and 
Metabolomic Studies. Planta Medica, 2014b.  
 
CHAKRABORTI, S. et al. The Molecular Basis of Inactivation of Metronidazole-
Resistant Helicobacter pylori Using Polyethyleneimine Functionalized Zinc 
Oxide Nanoparticles. PLoS ONE, v. 8, n. 8, 2013.  
 
CHEON, M. S. et al. Chrysanthemum indicum Linné extract inhibits the 
inflammatory response by suppressing NF-κB and MAPKs activation in 
lipopolysaccharide-induced RAW 264.7 macrophages. Journal of 
Ethnopharmacology, v. 122, n. 3, p. 473–477, 2009.  
 
CHING, T.-L.; JONG, J.; BAST, A. A method for screening hypochlorous acid 
scavengers by inhibition of the oxidation of 5-thio-2-nitrobenzoic acid: 
application to anti-asthmatic drugs. Analytical biochemistry, v. 218, p. 377–



105 

 

381, 1994.  
 
CHIRUVELLA, K. K. et al. Phytochemical and Antimicrobial Studies of Methyl 
Angolensate and Luteolin-7-O-glucoside Isolated from Callus Cultures of 
Soymida febrifuga. International journal of biomedical science : IJBS, v. 3, 
n. 4, p. 269–278, 2007.  
 
CHOI, C. W. et al. Antioxidant activity and free radical scavenging capacity 
between Korean medicinal plants and flavonoids by assay-guided comparison. 
Plant Science, v. 163, n. 6, p. 1161–1168, 2002.  
 
CLAVERIE-MARTIN, F.; DIAZ-TORRES, M. R.; GEOGHEGAN, M. J. Chemical 
composition and ultrastructure of wild-type and white mutant Aspergillus 
nidulans conidial walls. Current Microbiology, v. 16, n. 5, p. 281–287, 1988.  
 
COELHO, L. G. ONZAGA et al. 3rd Brazilian Consensus on Helicobacter pylori. 
Arquivos de gastroenterologia, v. 50, n. 2, p. 1–17, 2013.  
 
COLLETES, T. C. et al. A new insert sample approach to paper spray mass 
spectrometry: paper substrate with paraffin barriers. Analyst, v. 141, p. 1707–
1713, 2016.  
 
CRABTREE, J. E. et al. Induction of interleukin-8 secretion from gastric 
epithelial cells by a cagA negative isogenic mutant of Helicobacter pylori. 
Journal of clinical pathology, v. 48, n. 10, p. 967–969, 1995.  
 
CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. NATURAL PRODUCTS: A CONTINUING 
SOURCE OF NOVEL DRUG LEADS. Biochimica et Biophysica Acta - 
Molecular Cell Research, v. 1830, n. 6, p. 3670–3695, 2014.  
 
DA SILVA, J. B. et al. New approaches to clarify antinociceptive and anti-
inflammatory effects of the ethanol extract from Vernonia condensata leaves. 
International Journal of Molecular Sciences, v. 12, n. 12, p. 8993–9008, 
2011.  
 
DELONEY, C. R.; SCHILLER, N. L. Competition of various beta-lactam 
antibiotics for the major penicillin-binding proteins of Helicobacter pylori: 
antibacterial activity and effects on bacterial morphology. Antimicrobial agents 
and chemotherapy, v. 43, n. 11, p. 2702–2709, 1999.  
 
DJERIDANE,  A. et al. Antioxidant activity of some algerian medicinal plants 
extracts containing phenolic compounds. Food Chemistry, v. 97, n. 4, p. 654–
660, 2006.  
 
DONG, M.; KAUNITZ, J. Gastroduodenal mucosal defense. Current Opnion in 
Gastroenterology, v. 22, p. 599–606, 2006.  
 
DUŚ, I. et al. Role of PCR in Helicobacter pylori diagnostics and research – new 
approaches for study of coccoid and spiral forms of the bacteria. Advances in 
Hygiene and Experimental Medicine, v. 67, p. 261–268, 2013.  



106 

 

 
EL-OMAR, E. M. et al. Increased risk of noncardia gastric cancer associated 
with proinflammatory cytokine gene polymorphisms. Gastroenterology, v. 124, 
n. 5, p. 1193–1201, 2003.  
 
FALÉ, P. L. et al. Rosmarinic acid, scutellarein 4′-methyl ether 7-O-glucuronide 
and (16S)-coleon E are the main compounds responsible for the 
antiacetylcholinesterase and antioxidant activity in herbal tea of Plectranthus 
barbatus (“falso boldo”). Food Chemistry, v. 114, n. 3, p. 798–805, 2009.  
 
FALÉ, P. L. V et al. Interaction between Plectranthus barbatus herbal tea 
components and human serum albumin and lysozyme: Binding and activity 
studies. Food & function, v. 26, n. 2, p. 79–92, 2012.  
 
FENG, D.; LING, W. H.; DUAN, R. D. Lycopene suppresses LPS-induced NO 
and IL-6 production by inhibiting the activation of ERK, p38MAPK, and NF-kB in 
macrophages. Inflammation Research, v. 59, n. 2, p. 115–121, 2010.  
 
FERLAY, J. et al. Estimates of worldwide burden of cancer in 2008: 
GLOBOCAN 2008. International Journal of Cancer, v. 127, n. 12, p. 2893–
2917, 2010.  
 
FISCHER, C. et al. Sphingoid bases are taken up by Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus and induce ultrastructural damage. Skin 
pharmacology and physiology, v. 26, n. 1, p. 36–44, 2013.  
 
FISCHMAN, L. A. et al. The water extract of Coleus barbatus Benth decreases 
gastric secretion in rats. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 86 Suppl 2, 
p. 141–143, 1991.  
 
FORNAI, M. et al. Pathophysiology of Gastric Ulcer Development and Healing: 
Molecular Mechanisms and Novel Therapeutic Options. Peptic ulcer disease, 
p. 113–142, 2011.  
 
FRUTUOSO, V. S. et al. Analgesic and Anti-Ulcerogenic Effects of a Polar 
extract from leaves of vernonia condensata. Planta Medica, v. 60, p. 21–25, 
1994.  
 
FUJIKAWA, A. et al. Mice deficient in protein tyrosine phosphatase receptor 
type Z are resistant to gastric ulcer induction by VacA of Helicobacter pylori. 
Nature genetics, v. 33, n. 3, p. 375–81, 2003.  
 
GOBERT,  A P. et al. Helicobacter pylori arginase inhibits nitric oxide production 
by eukaryotic cells: a strategy for bacterial survival. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 98, n. 24, 
p. 13844–13849, 2001.  
 
GOLDSTEIN, J. L. et al. Binding site on macrophages that mediates uptake and 
degradation of acetylated low density lipoprotein, producing massive cholesterol 
deposition. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 



107 

 

States of America, v. 76, n. 1, p. 333–337, 1979.  
 
GRAHAM, D. Y.; FISCHBACH, L. Helicobacter pylori treatment in the era of 
increasing antibiotic resistance. Gut, v. 59, n. 8, p. 1143–1153, 2010.  
 
GÜLÇIN, I.; BERASHVILI, D.; GEPDIREMEN, A. Antiradical and antioxidant 
activity of total anthocyanins from Perilla pankinensis decne. Journal of 
Ethnopharmacology, v. 101, n. 1–3, p. 287–293, 2005.  
 
HAMPTON, M. B.; KETTLE, A. J.; WINTERBOURN, C. C. Inside the Neutrophil 
Phagosome: Oxidants, Myeloperoxidase, and Bacterial Killing. The Journal of 
The American Society of Hematology, v. 92, n. 7, p. 3007–3017, 1998.  
 
HOLETZ, F. B. et al. Screening of some plants used in the Brazilian folk 
medicine for the treatment of infectious diseases. Memórias do Instituto 
Oswaldo Cruz, v. 97, n. 7, p. 1027–1031, 2002.  
 
HU, X. et al. Quercetin protects gastric epithelial cell from oxidative damage in 
vitro and in vivo. European Journal of Pharmacology, v. 754, p. 115–124, 
2015.  
 
IM, S.-A.; KIM, G.-W.; LEE, C.-K. Immunomodulatory activity of Salicornia 
herbaceae L. components. Natural Product Sciences, v. 9, n. 4, p. 273–277, 
2003.  
 
IRANSHAHI, M. et al. Protective effects of flavonoids against microbes and 
toxins: The cases of hesperidin and hesperetin. Life Sciences, v. 137, p. 125–
132, 2015.  
 
JARVIE, E. M.; CELLEK, S.; SANGER, G. J. Potentiation by cholinesterase 
inhibitors of cholinergic activity in rat isolated stomach and colon. 
Pharmacological Research, v. 58, n. 5–6, p. 297–301, 2008.  
 
KAPEWANGOLO, P.; HUSSEIN, A. A.; MEYER, D. Inhibition of HIV-1 
enzymes, antioxidant and anti-inflammatory activities of Plectranthus barbatus. 
Journal of Ethnopharmacology, v. 149, n. 1, p. 184–190, 2013.  
 
KARIMI, P. et al. Gastric Cancer: Descriptive Epidemiology, Risk Factors, 
Screening, and Prevention. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, v. 23, n. 5, p. 
700–713, 2015.  
 
KIM, H. K. et al. Effects of naturally occurring flavonoids on nitric oxide 
production in the macrophage cell line RAW 264.7 and their structure-activity 
relationships. Biochemical Pharmacology, v. 58, n. 5, p. 759–765, 1999.  
 
KOLODZIEJ, H.; KIDERLEN, A. In vitro evaluation of antibacterial and 
immunomodulatory activities of Pelargonium reniforme, Pelargonium sidoides 
and the related herbal drug preparation EPs 7630. Phytomedicine, v. 14, n. 
SUPPL. 1, p. 18–26, 2007.  
 



108 

 

KUSTERS, J. G.; VAN VLIET, A. H. M.; KUIPERS, E. J. Pathogenesis of 
Helicobacter pylori infection. Clinical Microbiology Reviews, v. 19, n. 3, p. 
449–490, 2006.  
 
LAWRENCE, T. The nuclear factor NF-kappaB pathway in inflammation. Cold 
Spring Harbor perspectives in biology, v. 1, n. 6, p. 1–10, 2009.  
 
LINZ, B. et al. An African origin for the intimate association between humans 
and Helicobacter pylori. Nature, v. 445, n. 7130, p. 915–918, 2007.  
 
LOPES, F. C. M. Avaliação da atividade imunológica in vitro de alchornea 
spp quanto à produção de peróxido de hidrogênio, óxido nítrico e fator de 
necrose tumoral-alfa por macrófagos murinos. [s.l.] Universidade Estadual 
Paulista - Araraquara, 2004. 
 
MALFERTHEINER, P.; CHAN, F. K.; MCCOLL, K. EL. Peptic ulcer disease. 
The Lancet, v. 374, n. 9699, p. 1449–1461, 2009.  
 
MARCOCCI, L. et al. The nitric oxide-scavenging properties of Ginkgo biloba 
extract EGb 761. Biochemical and Biophysical Research Communications, 
v. 201, n. 2, p. 748–755, 1994.  
 
MARQUES, G. S. et al. Avaliação de Procedimentos Para Quantificação 
Espectrofotométrica De Flavonoides Totais Em Folhas De Bauhinia forficata 
Link. Química Nova, v. 35, n. 3, p. 517–522, 2012.  
 
MATSUHASHI, T. et al. Protective effect of a novel rice extract against ethanol-
induced gastric mucosal injury in rat. Digestive Diseases and Sciences, v. 52, 
n. 2, p. 434–441, 2007.  
 
MEDZHITOV, R. Toll-like receptors and innate immunity. Nature reviews. 
Immunology, v. 1, n. 2, p. 135–145, 2001.  
 
MINISTÉRIO DA SAÚDE. BRASIL. Câmara de Regulação do Mercado de 
Medicamentos (CMED).  
 
MINOZZO, B. R. et al. Anti-ulcer mechanisms of polyphenols extract of 
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae). Journal of 
Ethnopharmacology, v. 191, p. 29–40, 2016.  
 
MONTECUCCO, C.; RAPPUOLI, R. Living dangerously: how Helicobacter 
pylori survives in the human stomach. Nature reviews. Molecular cell biology, 
v. 2, n. 6, p. 457–466, 2001.  
 
MONTEIRO, M. H. D. et al. Toxicological evaluation of a tea from leaves of 
Vernonia condensata. Journal of Ethnopharmacology, v. 74, n. 2, p. 149–
157, 2001.  
 
MONTEMURRO, P. et al. Helicobacter pylori neutrophil-activating protein 
stimulates tissue factor and plasminogen activator inhibitor-2 production by 



109 

 

human blood mononuclear cells. Journal of Infectious Diseases, v. 183, n. 7, 
p. 1055–1062, 2001.  
 
MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: 
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological 
methods, v. 65, n. 1–2, p. 55–63, 1983.  
 
MOTA, K. S. DE L. et al. Flavonoids with gastroprotective activity. Molecules, 
v. 14, n. 3, p. 979–1012, 2009.  
 
NAGULSAMY, P.; PONNUSAMY, R.; THANGARAJ, P. Evaluation of 
antioxidant, anti-inflammatory, and antiulcer properties of Vaccinium 
leschenaultii Wight: A therapeutic supplement. Journal of Food and Drug 
Analysis, v. 23, n. 3, p. 376–386, 2015.  
 
NAUMANN, M. et al. Activation of activator protein 1 and stress response 
kinases in epithelial cells colonized by Helicobacter pylori encoding the cag 
pathogenicity island. Journal of Biological Chemistry, v. 274, n. 44, p. 
31655–31662, 1999.  
 
NORDBERG, J.; ARNÉR, E. S. J. Reactive oxygen species, antioxidants, and 
the mammalian thioredoxin system. Free Radical Biology and Medicine, v. 
31, n. 11, p. 1287–1312, 2001.  
 
NUNES, X. P. Biological Oxidations and Antioxidant Activity of Natural 
Products. In: Phytochemicals as Nutraceuticals - Global Approaches to 
Their Role in Nutrition and Health. [s.l: s.n.]. p. 1–21.  
 
OGURA, K. et al. Virulence factors of Helicobacter pylori responsible for gastric 
diseases in Mongolian gerbil. The Journal of Experimental Medicine, v. 192, 
n. 11, p. 1601–1610, 2000.  
 
OH, T. Y. et al. Synergism of Helicobacter pylori infection and stress on the 
augmentation of gastric mucosal damage and its prevention with a-tocopherol. 
Free Radical Biology and Medicine, v. 38, n. 11, p. 1447–1457, 2005.  
 
OLIVEIRA, B. G. et al. Chemical profile of mango (Mangifera indica L.) using 
electrospray ionisation mass spectrometry (ESI-MS). Food Chemistry, v. 204, 
p. 37–45, 2016.  
 
PANKEY, G. A; SABATH, L. D. Clinical relevance of bacteriostatic versus 
bactericidal mechanisms of action in the treatment of Gram-positive bacterial 
infections. Clinical infectious diseases: an official publication of the 
Infectious Diseases Society of America, v. 38, n. 6, p. 864–870, 2004.  
 
PARSONNET, J. et al. Risk for gastric cancer in people with CagA positive or 
CagA negative Helicobacter pylori infection. Gut, v. 40, n. 3, p. 297–301, 1997.  
 
PATEL, R. et al. Herbal Remedies for Gastroprotective Action: a Review. 
International Journal of Phytopharmacy, v. 2, n. 2, p. 30–38, 2012.  



110 

 

 
PEEK, R. M.; BLASER, M. J. Helicobacter pylori and gastrointestinal tract 
adenocarcinomas. Nature reviews. Cancer, v. 2, n. 1, p. 28–37, 2002.  
 
PICK, E.; KEISARI, Y. A simple colorimetric method for the measurement of 
hydrogen peroxide produced by cells in culture. Journal of immunological 
methods, v. 38, n. 1–2, p. 161–170, 1980.  
 
POMORSKI, T.; MEYER, T. F.; NAUMANN, M. Helicobacter pylori-induced 
prostaglandin E2 synthesis involves activation of cytosolic phospholipase A2 in 
epithelial cells. The Journal of biological chemistry, v. 276, n. 1, p. 804–810, 
2001.  
 
PORFÍRIO, S. et al. Antiacetylcholinesterase and antioxidant activities of 
Plectranthus barbatus tea, after in vitro gastrointestinal metabolism. Food 
Chemistry, v. 122, n. 1, p. 179–187, 2010.  
 
PROCHÁZKOVÁ, D.; BOUŠOVÁ, I.; WILHELMOVÁ, N. Antioxidant and 
prooxidant properties of flavonoids. Fitoterapia, v. 82, n. 4, p. 513–523, 2011.  
 
RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation 
decolorization assay. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, n. 9–10, p. 
1231–1237, 1999.  
 
RODRIGUES, P. et al. Gastroprotective effect of barbatusin and 3-beta-
hydroxy-3-deoxibarbatusin, quinonoid diterpenes isolated from Plectranthus 
grandis, in ethanol-induced gastric lesions in mice. Journal of 
Ethnopharmacology, v. 127, n. 3, p. 725–730, 2010.  
 
SANDOVAL, M. et al. Cat’s claw inhibits TNF-a production and scavenges free 
radicals: Role in cytoprotection. Free Radical Biology and Medicine, v. 29, n. 
1, p. 71–78, 2000.  
 
SCHELLER, J. et al. The pro- and anti-inflammatory properties of the cytokine 
interleukin-6. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, v. 
1813, n. 5, p. 878–888, 2011.  
 
SCHULTZ, C. et al. Inhibition of the gastric H+,K+-ATPase by plectrinone A, a 
diterpenoid isolated from Plectranthus barbatus Andrews. Journal of 
Ethnopharmacology, v. 111, n. 1, p. 1–7, 2007.  
 
SINGH, M.; PAL, M.; SHARMA, R. P. Biological activity of the labdane 
diterpenes. Planta medica, v. 65, n. 1, p. 2–8, 1999.  
 
SOUSA, C. M. D. M. et al. Fenóis totais e atividade antioxidante de cinco 
plantas medicinais. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 351–355, 2007.  
 
SOUZA, A. B. et al. Antimicrobial activity of terpenoids from Copaifera 
langsdorffii Desf. against cariogenic bacteria. Phytotherapy Research, v. 25, 
n. 2, p. 215–220, 2011.  



111 

 

 
SOUZA, M. D. C. et al. In vitro and in vivo anti-Helicobacter pylori activity of 
Calophyllum brasiliense Camb. Journal of Ethnopharmacology, v. 123, n. 3, 
p. 452–458, 2009.  
 
SUZUKI, H. et al. Roles of oxidative stress in stomach disorders. Journal of 
Clinical Biochemistry and Nutrition., v. 49, n. 3, p. 174–181, 2011.  
 
SUZUKI, M. et al. H. pylori-Eradication Therapy Increases RUNX3 Expression 
in the Glandular Epithelial Cells in Enlarged-Fold Gastritis. Journal of clinical 
biochemistry and nutrition, v. 46, n. 3, p. 259–264, 2010.  
 
SUZUMURA, K.; YASUHARA, M.; NARITA, H. Superoxide anion scavengin 
properties of fluvastatin and its metabolites. Chemical and Pharmaceutical 
Bulletin, v. 47, n. 10, p. 1477–1480, 1999.  
 
TANAKA, T.; KAWASE, M.; TANI, S. a-Hydroxyketones as inhibitors of urease. 
Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 12, n. 2, p. 501–505, 2004.  
 
TOMBOLA, F. et al. The Helicobacter pylori VacA toxin is a urea permease that 
promotes urea diffusion across epithelia. The journal of clinical investigation, 
v. 108, n. 6, p. 929–937, 2001.  
 
URZUA, A. et al. Antimicrobial study of the resinous exudate and of 
diterpenoids isolated from Eupatorium salvia (Asteraceae). Journal of 
Ethnopharmacology, v. 62, n. 3, p. 251–254, 1998.  
 
VALKO, M. et al. Free radicals, metals and antioxidants in oxidative stress-
induced cancer. Chemico-Biological Interactions, v. 160, n. 1, p. 1–40, 2006. 
  
VALKO, M. et al. Free radicals and antioxidants in normal physiological 
functions and human disease. The international journal of biochemistry & 
cell biology, v. 39, n. 1, p. 44–84, 2007.  
 
VALVERDE,  A. L. et al. Analgesic and antiinflammatory activities of 
vernonioside B2 from Vernonia condensata. Phytotherapy Research, v. 15, n. 
3, p. 263–264, 2001.  
 
VASCONCELOS, S. M. L. et al. Espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, 
antioxidantes e marcadores de dano oxidativo em sangue humano: Principais 
métodos analíticos para sua determinação. Química Nova, v. 30, n. 5, p. 
1323–1338, 2007.  
 
WANG, C. A. et al. Helicobacter pylori neutrophil-activating protein promotes 
myeloperoxidase release from human neutrophils. Biochemical and 
Biophysical Research Communications, v. 377, n. 1, p. 52–56, 2008.  
 
WANG, Y. C. Medicinal plant activity on Helicobacter pylori related diseases. 
World Journal of Gastroenterology, v. 20, n. 30, p. 10368–10382, 2014.  
 



112 

 

WANG, Y. C.; HUANG, T. L. Screening of anti-Helicobacter pylori herbs 
deriving from Taiwanese folk medicinal plants. FEMS Immunology and 
Medical Microbiology, v. 43, n. 2, p. 295–300, 2005.  
 
WATARI, J. et al. Helicobacter pylori associated chronic gastritis , clinical 
syndromes , precancerous lesions , and pathogenesis of gastric cancer 
development. World Journal of Gastroenterology, v. 20, n. 18, p. 5461–5473, 
2014.  
 
WEBSTER, D. et al. Antifungal activity of medicinal plant extracts; preliminary 
screening studies. Journal of Ethnopharmacology, v. 115, n. 1, p. 140–146, 
2008.  
 
WROBLEWSKI, L. E.; PEEK, R. M.; WILSON, K. T. Helicobacter pylori and 
gastric cancer: Factors that modulate disease risk. Clinical Microbiology 
Reviews, v. 23, n. 4, p. 713–739, 2010.  
 
WU, M. J. et al. Immunomodulatory mechanism of the aqueous extract of sword 
brake fern (Pteris ensiformis Burm.). Journal of Ethnopharmacology, v. 98, n. 
1–2, p. 73–81, 2005.  
 
YOON, W.-J. et al. Suppression of pro-inflammatory cytokines, iNOS, and COX-
2 expression by brown algae Sargassum micracanthum in RAW 264.7 
macrophages. EurAsian Journal of Biosciences, v. 143, n. 3, p. 130–143, 
2009.  
 



113 

 

ANEXOS 

 
Anexo 1 – Curva padrão do ácido gálico 

 

 
Anexo 2  – Curva padrão da quercetina 
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Anexo 3  – Curva padrão do NaNO2 

 

 
Anexo 4 – Curva padrão TNF-α 
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Anexo 5 – Curva padrão da IL-1β 

 

 
Anexo 6  – Curva padrão da IL-6 


