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RESUMO

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa que infecta a mucosa do
estbmago levando ao surgimento de patologias, tais como gastrite, Ulceras pépticas
e cancer de estdbmago, sendo de dificil erradicacdo. O tratamento padrdao nem
sempre é bem sucedido em funcéo de efeitos colaterais, altos custos e baixa adesao
por parte do paciente, levando a necessidade da busca por novas moléculas mais
efetivas contra este microrganismo. Neste contexto, a isocumarina paepalantina,
9,10-diidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto(2,3c)-piran-1-ona, isolada dos capitulos de
Paepalanthus bromelioides, Eriocaulaceae, tem demonstrado em estudos anteriores
uma ampla variedade de atividades biolégicas como antibacteriana, antioxidante,
anti-inflamatoria e citotéxica, dos quais se destacam a capacidade antimicrobiana e
antioxidante, abrindo portas para a avaliacdo de seus efeitos sobre a infeccdo
causada por H. pylori e modulacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) geradas neste processo. Como é uma
molécula pouco estudada, ainda carece de dados sobre sua solubilidade a fim de se
encontrar uma alternativa viavel ao uso do DMSO considerando a toxicidade do
mesmo em cultura celular e sua interferéncia em testes de atividade antioxidante.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar solventes como alternativas ao uso
do DMSO, com validacao de metodologia analitica espectrofotométrica prépria, a fim
de escolher um veiculo adequado para ensaios de atividade antioxidante frente a
radicais sintéticos (DPPH e ABTS) e espécies reativas de oxigénio (HOCI, OH*, Oz,
H20:2) e nitrogénio (NO*®) e de atividade anti-H. pylori. Entre os solventes avaliados,
propilenoglicol em pH 7,5 foi o solvente de escolha, sendo que os resultados
sugerem uma menor interferéncia nos ensaios se comparado ao DMSO, tornando
uma alternativa vidvel do ponto de vista tecnoldgico. Os resultados apontam uma
forte atividade antioxidante da paepalantina, comparavel ao Trolox®. Também foi
observado um importante efeito sobre a cultura de H. pylori com CIM de 128 ug/ml e
CBM de 256 ug/ml e sinergismo de sua sub-MIC com os antibi6ticos amoxicilina e
metronidazol demonstrando possivelmente atuar sobre a permeabilidade da
membrana bacteriana e por inibicdo das Penicillin-Bindind Proteins (PBPs), devido
as alteracdes morfoldgicas observadas em H. pylori por microscopia eletrdnica de
varredura, tornando a paepalantina promissora para o desenvolvimento futuro de
medicamento para o combate de H. pylori e seus males associados.

Palavras chave: paepalantina, Helicobacter pylori, solubilidade, antioxidante.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacteria that infects the gastric mucosa,
causing disorders like gastritis, peptic ulcers and stomach cancer, and which
eradication is difficult. The standard treatment is not always successful because of its
side effects, high costs and poor patient compliance, leading to the search for new
drugs. In this context, the isocoumarin paepalantine, 9,10-dihydroxy-5,7-dimethoxy-
1H-naphtho (2,3c) pyran-1-one, isolated from the capitula of Paepalanthus
bromelioides, has demonstrated a broad range of biological activities such as
antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic. Among these, the
antimicrobial and antioxidant activities stand out and allow the evaluation of the
effects of H. pylori infection and the modulation of reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS) involved in this process. The molecule is poorly
studied and there are few data in the literature on its solubility, including a viable
alternative to the use of DMSO as a solvent, considering its toxicity in cell culture and
interference in the antioxidant activity tests. Thus, the goal of this study was to
evaluate alternative solvents to DMSO and validate an analytical spectrophotometric
method using a suitable solvent for the antioxidant assays of radical scavenging
activity (DPPH and ABTS), ROS (HOCI, OH*, O2*, H202), RNS (NO*®), and anti-H.
pylori activity. Among the evaluated solvents, propylene glycol at pH 7.5 was the
solvent of choice. The results suggest less interference in the assays compared to
DMSO and that it is a viable alternative from a technological point of view. The
results show a strong antioxidant activity of paepalantine in comparison to Trolox®.
In addition, it was observed a significant effect on H. pylori culture with MIC of 128
pg/ml, MBC of 256 ug/ml, and a synergism of its sub-MIC doses with amoxicillin and
metronidazole. This demonstrates a possible action on the permeability of bacterial
membrane by inhibition of Penicillin-Bindind Proteins (PBPs), as observed through
morphological changes using scanning electron microscopy. Therefore, paepalantine
is promising for the development of drugs to combat H. pylori and its associated
disorders.

Keywords: paepalantine, Helicobacter pylori, solubility, antioxidant.
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1.INTRODUCAO

Helicobacter pylori (Figura 1) € uma bactéria Gram-negativa, espiralada, que
apresenta motilidade em funcdo de seus flagelos, encontrada no epitélio gastrico e
isolada pela primeira vez em 1984 por Marshall & Warren. Classificada inicialmente
como pertencente ao género Campylobacter, sendo chamada de Campylobacter
pyloridis, Campilobacter pyloricus e Campylobacter pylori (Goodwin, 1985). Apés
estudos ultraestruturais e de analise da sequéncia de DNA, ela foi retirada do género
Campylobacter e passou a receber a denominacdo de Helicobacter, que significa
forma helicoidal. A espécie, por ser mais encontrada na mucosa do antro gastrico,
proxima ao piloro, acabou recebendo a denominacdo de Helicobacter pylori
(Goodwin, 1989).

1 um

Figura 1 - Helicobacter pylori, imagem em 3D (Marshall, 2002).

Esta bactéria tem como caracteristica a capacidade de interagir com as
células epiteliais estomacais se adaptando as condicfes especiais do meio gastrico
garantindo assim a sua permanéncia no hospedeiro. O risco de desenvolver
doencas gastricas relacionadas a presenca de H. pylori depende de varios fatores,
dentre eles a viruléncia da bactéria, a predisposicdo genética do hospedeiro e o
meio ambiente em que o mesmo vive (Kusters, Van Liet, Kuipers, 2006; Lopes,
Vales, Oleastro, 2014).

De acordo com o processo evolutivo, este microrganismo adquiriu fatores de
viruléncia que sao fundamentais na estratégia de sobrevivéncia na mucosa gastrica,
regulando a resposta imune do hospedeiro, resistindo ao processo digestivo e, por
fim, colonizando o epitélio estomacal (Kusters, Van Liet, Kuipers, 2006). H. pylori
possui de 2 a 6 flagelos unipolares, responsaveis pela motilidade e movimentos
rapidos em solugdes viscosas como 0 muco que recobre as células epiteliais
(O'Toole, Lane, Porwollick, 2000). Também apresenta a acdo de proteases e

fosfolipases que degradam o muco estomacal facilitando sua progresséao; e a
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urease, que atua provocando a sintese de amodnia a partir da ureia, levando a
alcalinizacdo do pH e tornando o meio gastrico favoravel ao H. pylori (Ladeira,
Salvadori, Rodrigues, 2003).

Outros fatores de viruléncia conhecidos sao a proteina BabA (blood group
antigen adhesion) responséavel pela adesdo a mucosa gastrica, fator importante para
a colonizacdo da bactéria (Amieva & EI-Omar, 2008). Também é relatada a
existéncia da proteina CagA, que é codificada pela ilha de patogenicidade cag-PAl a
gual é responsavel pelo aumento da secrecédo de IL-8, importante para a quimiotaxia
e ativacdo de neutréfilos (Nillson et al., 2003). Outra proteina, VacA (vacuolating
cytotoxin A), é considerada fator chave de viruléncia na patogénese da ulceracao
péptica e do cancer géastrico por induzir vacuolizacdo da célula, formacédo de canais
na membrana, interrupcdo das funcdes endossomais e lisossomais, apoptose e

imunomodulacéo (Phadnis, llver, Janson, 1994; Atheron et al, 1999).

H. pylori conta ainda com um eficiente sistema antioxidante préprio que vem
sendo cada vez mais estudado (Stent, Every, Sutton, 2012). J& € bem conhecido o
seu sistema de combate ao stress oxidativo via acdo da superdxido dismutase
(SodB) na conversao do superoxido em peroxido de hidrogénio e sua posterior
eliminacao via catalase (KatA) (Nicholls, Fita, Loewen, 2001). Tanto que, cepas de
H. pylori com mutacdes no gene sodB, demonstram elevada sensibilidade ao radical

superoéxido (Bereswill et al., 2000; Wang et al., 2006).

Recentemente outros sistemas de defesa antioxidantes importantes foram
elucidados. Foi observada a ocorréncia de peroxiredoxinas (Prxs), responsaveis pela
reducdo de uma variada gama de hidroperéxidos em seus alcodis correspondentes
(Wood et al., 2011). A Proteina NapA, que atua como uma segunda linha de defesa
antioxidante sequestrando ions Fe3* e protegendo o DNA de danos oxidativos
(Evans et al., 1995; Wang, Alamuri, Maier, 2006), o gene MdaB que codifica a
NADPH quinona-redutase a qual atua detoxificando metabdlitos da cadeira
respiratéria bacteriana e tem uma acdo secundéaria especifica na reducdo de
guinonas e endonucleases que atuam protegendo o DNA bacteriano de EROs
exdégenas (Wang et al., 2004; O’Rouke et al., 2003).

Estes genes de resisténcia despontam como alvos interessantes no
desenvolvimento de novos medicamentos e a sua atuacdo no processo de

eliminacdo das EROs por H. pylori pode ser resumido na Figura 2.
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Figura 2 - Genes de resisténcia de H. pylori e a atuac&o no processo de eliminacéo
de radicais livres gerados na resposta imune. Modificado de: Wang, Alamuri, Maier,
2006.

E reconhecida que a maior causa da lesdo ndo € a acdo direta do
microrganismo, mas sim a exacerbacdo da resposta imune ativada pela bactéria, a
gual se mantém viavel através de seus sistemas de defesa antioxidantes acima
relatados que modulam a resposta imune em seu entorno. Dessa forma, ocorre a
instalacdo de um ciclo vicioso, onde H. pylori ativa a resposta imune, modula a
inflamacdo em seu entorno a0 mesmo tempo que libera mais antigenos que vao

ativar cada vez mais a inflamacao (Ernest & Gold, 2000; Olkzak et al., 2003).

Esta ativacdo da resposta imune leva a uma migracdo de mondcitos,
neutrdfilos, eosinofilos e macréfagos para o tecido inflamado os quais dao inicio a
producdo de espécies reativas de oxigénio através da ativacdo dos sistemas de
NADPH oxidase com consequente producdo de anion superéxido (Birben et al.,
2002). O anion superoxido reage com uma série de outras moléculas levando a
producdo de peroxido de hidrogénio, peroxinitritos e acido hipocloroso, produzido a
partir da acdo da mieloperoxidase (Israel & Peek, 2001). Essa alteracdo patologica
indiretamente leva a um desequilibrio na relacdo protease/antiprotease existente no
intersticio intestinal levando a uma maior producdo de elastase, colagenase e
gelatinase promovendo injaria local no epitélio. A ativacdo do nuclear factor kapa 8

(nfkB) leva a uma super-regulacdo de diferentes genes levando a uma
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superproducao de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-2, IL-6, TNF-a e iNOS
(Marshall, 2002).

A gastrite é a consequéncia mais comum da infeccdo por H. pylori em
pacientes sintomaticos (Blaser & Atheron, 2004). Obviamente, a extensdo e a
distribuicdo desta gastrite € que determina o resultado clinico, podendo ser
identificados trés fendtipos. O mais simples e benigno é caracterizado por uma
pangastrite leve e com um minimo de perturbacdo da secrecdo de acido gastrico,
normalmente € observado em individuos assintomaticos e que de um modo geral
ndo desenvolvem doencas gastrintestinais severas. O segundo fendtipo é
denominado ulcero-duodenal e é responsavel por até 15% dos individuos infectados.
Esta gastrite tem por caracteristica uma maior producdo de suco gastrico e
normalmente se localiza numa posicdo antral podendo levar a um surgimento de
Ulceras duodenais. O fendtipo mais grave leva ao surgimento de cancer gastrico e se
caracteriza pela presenca de gastrite predominante no corpo e atrofia gastrica
multifocal com hipo ou acloridria. Estas anormalidades afetam até 2% dos individuos
infectados que chegam a desenvolver inflamacéo crénica induzida pela infeccéo
(Fox, 2002; Amieva & EI-Omar, 2008).

Podemos observar que a infec¢do por esta bactéria atua como co-fator no
desenvolvimento de trés importantes doencas do trato gastrointestinal superior:
Ulceras duodenais e gastricas (até 10%), cancer gastrico (em 0,1 a 3%) e linfoma
tipo MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) (em <0,01%) (Mccoll, 2010).

A prevaléncia de infeccdo varia de em média 80% nos paises
subdesenvolvidos a até 40% nos paises industrializados. E estimado que dos
pacientes infectados por H. pylori, 10 a 20% venham a desenvolver desordens
ulcerativas gastricas de graus variaveis e cerca de 1 a 2% tenham risco de
desenvolver cancer gastrico (Kusters, Van Liet, Kuipers, 2006). Sua prevaléncia
aumenta com a idade avancada e com um menor nivel socioeconémico durante a
infancia e, portanto, variando consideravelmente no mundo (Woodward, Morrisson,
Mccoll, 2000).

O tratamento mais efetivo envolve a administracdo de amoxicilina,
claritromicina e um inibidor da bomba de prétons duas vezes ao dia por 30 dias, 0
qual apresenta taxa de erradicacdo de 40% (Graham, Opekun, Kleyn, 1993;

Megraud, 2000; Megraud & Lamouliatte, 2003). Falhas no tratamento ocorrem em
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funcd@o de diversos fatores, como a ocorréncia de cepas de H. pylori resistentes a
metronidazol e claritromicina (Kanamaru et al., 2001; Funatogawa et al., 2004), alto
custo dos medicamentos e ocorréncia de efeitos colaterais em funcdo da quantidade
de medicamentos, 0 que leva a necessidade da busca por novos farmacos como

terapia alternativa (Megraud, 2004).

Neste contexto, 0os produtos naturais sempre tiveram lugar de destaque na
descoberta de novos farmacos, incluindo novos antibiéticos. Entre 1981 e 2014
cerca de 1652 novos principios ativos foram aprovados como farmacos. Dentre eles,
47% correspondem a produtos de origem natural, seus derivados semissintéticos e
produtos sintetizados com grupos farmacoféricos baseados em produtos naturais
(Newmann & Cragg, 2016).

Uma andlise de todas as novas moléculas aprovadas pela FDA (Foods Drugs
Administration) até hoje, aponta que mais de um terco corresponde a produtos
naturais e seus derivados, demonstrando a importancia deste tipo de pesquisa no
desenvolvimento de novos medicamentos (Patridge et al., 2015).

Diversas plantas séo referidas quanto a sua composi¢do quimica e atividade
bioldgica, levando ao desenvolvimento de novos farmacos. Sao descritas inimeras
moléculas bioativas, como 06leos essenciais, terpendides, alcaléides, saponinas,

flavonoides, antraquinonas e cumarinas (Rout et al., 2009).

Dentre as inimeras classes de metabdlitos secundarios destacam-se as
cumarinas, as quais foram inicialmente identificadas por Vogel em 1820, que isolou
pela primeira vez a 1,2-benzopirona, mais conhecida como cumarina, da planta

Coumarona odorata (Ribeiro & Kaplan, 2002).

De acordo com sua estrutura béasica, sdo lactonas do &cido o-hidroxi-cindmico
e atualmente sdo divididas em cumarinas simples, furanocumarinas,
piranocumarinas, isocumarinas e cumarina mistas. Inameros farmacos foram
desenvolvidos a partir desta classe de substancias (Figura 3) sendo que este grupo
de moléculas desponta como uma importante classe fitoquimica amplamente
distribuida na natureza e que apresenta diversos efeitos farmacoldgicos, como anti-
cancer (Lacy et al.,, 2014), anticoagulante (Helgelland, 1998), anti-inflamatéria
(Hadjipavlou-Litjna, 2007), antioxidante, (Paya et al., 1994; Gaccher & Jadhav, 2014)
e antimicrobiana (Kaiser & Kolodziej, 1999), destacando a descoberta de
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antibioticos, como a novobiocina e seus derivados (Paya, Halliwell, Hoult, 1992;
Hoult & Paya, 1996; Ribeiro & Kaplan, 2002; Hardy & Cozzarelli, 2003; Lin et al.,

2008; Lee et al., 2014).
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Figura 3 - Principais medicamentos pertencentes a classe das cumarinas (Murray,

1991).

A isocumarina, 9,10-diidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto(2,3c)piran-1-ona,

conhecida por peapalantina (Figura 4) , foi isolada e identificada pela primeira vez

em 1990 de capitulos florais de Paepalanthus bromelioides, por Vilegas e

colaboradores. Nesse estudo, também foi observada significativa atividade

antibacteriana, principalmente para cepas de bactérias Gram-positivas como Bacillus

cereus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermitis, o que abriu fronteira

para seu estudo mais aprofundado.

Figura 4 - Estrutura quimica da paepalantina

Posteriormente, outros autores também isolaram a paepalantina de outras

espécies do género Paepalanthus: P. macrocephalus, P. microphyllus e P.
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vellozioides demonstrando uma maior probabilidade de se encontrar esse composto
e seus analogos neste género botanico (Varanda et al., 1997; Piacente et al., 2001,
Dokkedal, Sano, Villegas, 2004).

O potencial antimicrobiano da paepalantina foi, primeiramente, descrito por
Vilegas e colaboradores (1990), através da técnica de difusdo em agar e diluicdo em
caldo. Em 2002, Devienne & Raddi determinaram a concentracado inibitoria minima,
através de técnica espectrofotométrica, para Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 10541,
Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, demonstrando
que a paepalantina é capaz de inibir principalmente o0 crescimento de

microrganismos Gram-positivos.

Devienne e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antibacteriana da
paepalantina e de seus acucares derivados, bem como da paepalantina com
substituicbes das hidroxilas das posi¢cdes 9 e 10 por grupamentos acil e metil. Foi
observado que apenas a paepalantina demonstrou efeito sobre cepas de S. aureus,
S. epidermidis e E. faecalis demonstrando que as hidroxilas das posi¢cdes 9 e 10 sao

essenciais para atividade antimicrobiana.

O interesse na avaliacdo de propriedades biologicas das paepalantinas é
decorrente de relatos etnofarmacoldgicos descritos por Hoehne (1939) e da
semelhanca estrutural com outros farmacos com atividade antimicrobiana.
Paepalantina também foi avaliada quanto ao potencial citotoxico, mutagénico e
clastogénico. Apesar das propriedades mutagénicas verificadas para paepalantina
através do teste de Ames, essa isocumarina ndo apresentou efeitos clastogénicos
quando avaliada in vivo em células da medula 6ssea de ratos Wistar e linfocitos
humano (Varanda et al, 1997; Tavares et al, 1999; Varanda et al, 2004).

Devido a presenca de grupamentos fendlicos na estrutura da paepalantina,
semelhantes aos presentes em flavonoides e cumarinas, o potencial antioxidante
também foi avaliado por Leitdo, Leitdo e Vilegas (2002) que demonstraram a
capacidade antioxidante por técnica espectrofotométrica empregando DPPH.
Através de testes de quimiluminescéncia, Kitagawa e colaboradores (2003)
demonstraram que a paepalantina € capaz inibir o burst oxidativo de neutréfilos

estimulados.
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Atividade anti-inflamatéria da paepalantina sobre colite ulcerativa, cuja
patogenia estd associada a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNSs) foi, demonstrada por Di Stasi e colaboradores (2004).
Essa isocumarina preveniu a queda dos niveis de glutationa celular de ratos tratados
com 5 e 10 mg/kg corpéreo, além de diminuir a producéo de 6xido nitrico através da
inibicdo da enzima oOxido nitrico sintase. Segundo esses autores, a acao preventiva

na colite pode estar relacionada com atividade antioxidante da paepalantina.

Célgaro-Helena e colaboradores (2006) avaliaram o efeito da paepalantina e
seus derivados sobre mitocondrias isoladas de células hepaticas de ratos, atravées
de modelo experimental para avaliar possiveis substancias com efeito preventivo
sobre cancer e no controle de tumores ja instalados. Neste estudo, observou-se que
todos o0os compostos atuam sobre a fase 4 da respiracdo provocando
desacoplamento do sistema respiratério. Apenas a paepalantina promoveu a
diminuicdo na concentracdo de glutationa por oxidacdo da mesma, além de
promover a liberacdo do citocromo ¢ que funciona como ativador de apoptose,
indicando a paepalantina como composto promissor no desenvolvimento de

medicamento contra o cancer.

Diante do exposto, a paepalantina € uma molécula que apresenta potencial
farmacoldgico, principalmente relacionado aos estudos das atividades antibacteriana
e antioxidante, caracteristicas importantes para a avaliacdo anti-H. pylori e os danos
causados pelo estresse oxidativo gerado por esta bactéria. No entanto, sua
caracteristica lipofilica dificulta a aplicacio em ensaios que dependem de
solubilizagdo em meio aquoso, sendo normalmente solubilizada em dimetilsulfoxido,
solvente que apresenta varias limitacdes como toxidez para cultura celular e
interacdo com EROs em ensaios antioxidantes (Basch & Gadebusch, 1968; Vogin et
al.,1970; Qi et al., 2008; Hanslick et al., 2009; Ménorval et al., 2012; White et al.,
2013; Yuan et al., 2014). Este fato conduz a necessidade de se avaliar formas de
solubilizar a molécula de modo que ela esteja biodisponivel e bioavaliavel para os

ensaios.

Uma etapa importante na pesquisa de substancias candidatas a se tornarem
medicamentos é a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do principio ativo e
de possiveis interacdbes com adjuvantes que venham a ser utilizados durante o

desenvolvimento farmacéutico. A interacdo quimica com possiveis solventes pode
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causar variacbes em sua solubilidade, biodisponibilidade, prazo de validade e
inclusive mascarar a atividade biologica avaliada (Wang, Ma, Higgins; 2006). Em
funcdo disto, se faz necesséario estudar o comportamento de possiveis farmacos,
seja sintéticos ou isolados de plantas, frente a diferentes adjuvantes farmacéuticos a
fim de determinar o sistema ideal para preservar a sua validade ao maximo com o
minimo de perdas por intera¢do entre os componentes da formulacdo. Esta fase de
estudo também tem a importdncia de determinar quais adjuvantes inécuos em
animais e seres humanos que podem ser utilizados e estabelecer metodologias
analiticas validadas para o controle de qualidade da molécula (Gowthamarajan &
Singh, 2010). O estudo de pré-formulagcdo compreende metodologias pelas quais
podem ser determinados o coeficiente de particdo Oleo/agua, taxa de dissolucéo,
ocorréncia de polimorfos, estabilidade e a solubilidade como a principal delas

(Vilegave, Vidyasagar, Chandankar, 2013).

A paepalantina, apesar dos estudos anteriores, ainda carece de dados sobre
0 seu comportamento em diferentes solventes, os estudos realizados com esta
substancia normalmente utilizam o dimetilsulfoxido como solvente, no entanto, o
mesmo apresenta toxicidade em altas concentracdes para seres humanos e demais
modelos animais usados em pesquisa, além de induzir apoptose em alguns modelos

de cultura celular in vitro (Vogin et al., 1970; Qi et al., 2008).

Considerando os estudos ja relatados para a paepalantina e o potencial como
candidato a novo farmaco, € de interesse cientifico buscar alternativas ao DMSO
que também sejam capazes de solubilizar essa molécula sem a interferéncia nos
resultados das analises executadas e que ndo apresentem toxidez para aplicacdo

em ensaios in vivo posteriores.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar estudo de solubilidade e avaliar as atividades antioxidante e anti-

Helicobacter pylori in vitro da isocumarina paepalantina.

Objetivos especificos

1. Realizar estudo de solubilidade, validacdo de metodologia analitica e

estabilidade da paepalantina em diferentes solventes;

2. Avaliar a capacidade antioxidante da paepalantina sobre:

Radical DPPH;

Radical ABTS;

Acido hipocloroso;
Radical hidroxil;

Anion superéxido;
Peréxido de hidrogénio;

Oxido nitrico.

3. Avaliar a atividade anti-H. pylori através da:

Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) da paepalantina
para H. pylori através da técnica espectrofotométrica de microdiluicdo em

caldo;

Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) da

paepalantina para H. pylori.
Avaliacdo da atividade inibitéria sobre a enzima urease;

Avaliacdo de possiveis alteragcbes na morfologia de H. pylori causadas
pela CIM e sub-CIM de paepalantina por microscopia eletrbnica de

varredura;

Avaliacdo do sinergismo de sub-CIM de paepalantina com os antibioticos

amoxicilina e metronidazol sobre H. pylori.
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3. MATERIAIS E METODOS

A paepalantina utilizada neste estudo foi cedida pelo professor Rodrigo
Rezende Kitagawa. Dados da coleta do material vegetal, preparo dos extratos e

purificacdo sao descritos a seguir.

3.1 Material vegetal

Paepalanthus latipes Silv. foi coletada na Serra do Cip6, em Minas Gerais e
catalogada no Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da
USP, sob referéncia CFSC 13846. ApOs processos de secagem e moagem,
paepalantina foi extraida dos capitulos da planta (Vilegas et al., 1990). A preparacao
dos extratos e fracdes, assim como, 0s instrumentos e técnicas utilizados séo

descritos a sequir.

3.2 Reagentes

Dimetilsulfoxido, glicerina, trolox, DPPH, ABTS, NADH, metassulfato de
fenazina, nitro blue tetrazollium, acido 5-mercapto-2-nitrobenzéico, peroxidase,
amoxicilina, metronidazol, urease, ureia e acido bérico foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co. LLC. (St. Louis, Mo, USA). Hexano, diclorometano, propilenoglicol,
etanol, acido hipocloroso e nitroprussiato de sodio foram adquiridos da Neon
comercial LTDA. (Séo Paulo, SP, Brasil). Persulfato de potassio, fosfato de sodio
monobasico, fosfato de sodio dibasico, vermelho de fenol, cloreto de sodio, dextrose,
hidroxido de sodio, desoxirribose, cloreto férrico, EDTA, &cido ascoérbico e acido
tricloroacético foram adquiridos da Vetec Quimica fina, LTDA. (Duque de Caxias, RJ,
Brasil). Peroxido de hidrogénio foi adquirido da Dinamica Quimica contemporanea
LTDA. (Diadema, SP, Brasil). Acido tiobarbitdrico foi adquirido da Merck KGaA
(Darmstadt, Alemanha). Meio brain heart infusion foi adquirido da Himedia
Laboratories LTDA. (Mumbai, india). Soro fetal bovino foi adquirido da Vitrocell
Embriolife (Campinas, SP, Brasil). Placas de agar Columbia sangue de carneiro 5%

adquiridas da BioMérieux S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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3.3 Preparacao de extratos brutos

Extratos dos capitulos florais secos e moidos foram obtidos por maceracao
durante uma semana, utilizando solventes organicos em polaridade crescente. Ao
final de cada extracdo a solucéo foi filtrada, em filtro de papel comum, e evaporada
em evaporador rotativo, obtendo-se os extratos hexanico e diclorometanico (DCM).
O extrato hexanico foi descartado e o DCM utilizado para obtengéo da paepalantina.

A sequéncia para a preparacao dos extratos estd esquematizada na Figura 5.

Paepalanthus latipes
Capitulos florais (180g)

Extragdo com hexano, filtragédo e evaporagéo.

Extrato Hexanico Torta

Extragdo com diclorometano

> Extrato diclorometano Torta(desprezada)

Figura 5 - Preparo de extratos a partir dos capitulos de P. latipes.

3.4 Fracionamento e purificacao

Cromatografia em coluna classica (CC) e Cromatografia liquida de média
performance (CLMP) foram utilizados para o fracionamento e purificagdo do extrato
diclorometano e Cromatografia em camada delgada (CCD) e Cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) para analise de pureza:

- CC: inicialmente, a eluicdo foi realizada com tolueno puro, em seguida,
aumentando-se a polaridade da mistura com adicdo de acetato de etila mais 0,5%

de &cido acético até obtencgéo da proporgéo 6:4.

- CLMP: uma mistura 9:1 de tolueno / acetato de etila mais 0,5% de acido acético foi
utilizada como solvente. A polaridade do sistema foi aumentada, gradativamente,

com adi¢cédo de acetato de etila.
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- CCD: todas as fracdes obtidas foram analisadas por CCD, utilizando o sistema
eluente 8:2:0,5 de tolueno/acetato de etila/dcido acético e agrupadas quando
necessario. Apos eluicdo, as placas foram reveladas sob luz ultravioleta (UV) e,
posteriormente, com iodo. Fracbes que continham a paepalantina, juntamente com

outras impurezas, foram submetidas a CLMP e analisadas novamente.

- CLAE: a confirmagéo da pureza da paepalantina foi realizada por CLAE com a
seguinte condicdo de andlise: Coluna de silica (ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x
250 mm, 5ul, Agilent Technologies, USA) e sistema eluente contendo 8:2

cloroférmio/metanol mais 1% de acido férmico, em modo isocratico.

3.5. Estudo de Solubilidade

Inicialmente foram selecionados trés possiveis solventes para a paepalantina
levando em consideracao valores de constante dielétrica maior, proximo e menor ao
DMSO. Dessa forma, propilenoglicol, glicerina e &agua foram selecionados e
avaliados quanto a solubilidade da paepalantina levando em consideracdo algumas
variaveis como: valores de concentracdo de 10, 20 e 40 mg/ml, pH a 7.5,
temperatura (ambiente e 37°C) e adicdo de surfactante (0,02% de Tween 80 ou
Tween 20). A avaliagdo consistiu na determinagdo da homogeneidade e da
transparéncia das solucdes por analise visual, sendo que a presenca de possiveis
cristais de paepalantina foi avaliada por microscopia 6ptica comum (Olympus AX70,
Olympus optical Co., Tokyo, Japan), utilizando software de captura (Leica IM 1000
Software, Wetzlar, Germany) acoplado a camera digital (Axiocam ERc 5s, Zeiss,
Jena, Germany). Baseado nos resultados de solubilidade foi selecionado o solvente
mais apropriado para experimentos subsequentes. Paepalantina dissolvida em

DMSO foi utilizada como padréo de comparacao.

3.6. Validacdo de metodologia analitica espectrofotométrica no UV

Para a validagdo da metodologia analitica espectrofotométrica para a
paepalantina no solvente escolhido na etapa anterior, considerou-se a
seletividade,linearidade e precisdo de acordo com as normas da RDC 899 de 29 de
maio de 2003/ANVISA (BRASIL, 2003). As amostras foram lidas em
espectrofotometro UV/VIS NANO DROP 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
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com registro dos picos de absorcédo espectral na faixa que vai de 200 a 800 nm.
Todas as andlises foram feitas em triplicata (n=10) acompanhadas de controle com
solvente puro e em comparag¢ao com paepalantina dissolvida em DMSO.

3.6.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos espectros
de absorcdo no UV/VIS (200 a 800 nm) dos solventes e de solucdes destes
solventes com paepalantina preparadas na concentracdo de 0,25 mg/ml. Foi
considerado seletivo o comprimento de ondas especifico para a paepalantina, sem

interferéncia dos solventes.

3.6.2 Linearidade

A partir da solugcdo estoque de paepalantina (10mg/ml) foram preparadas
solugcdes nas concentracdes de 0,1; 0,25; 0,37; 0,5 e 0,75 mg/ml as quais foram
lidas no comprimento de ondas considerado seletivo para a paepalantina. Foi
realizada analise de regressao linear para comprovacao da linearidade do método,
sendo satisfatério um coeficiente de correlacéo linear (R?) superior a 0,99.

3.6.3 Precisao

Esta analise atesta a reprodutibilidade do método e consistiu no preparo de
solugbes de paepalantina nas concentracdes de 0,1; 0,5 e 0,75 mg/ml as quais
foram lidas em espectrofotbmetro em comprimento de onda seletivo para
paepalantina. O ensaio foi realizado em triplicata (n=10) sendo considerados
reprodutivel valores de desvio padrdo relativo (DPR) inferiores a 5%, sendo

expresso pela féormula:
DPR = (desvio padrédo/concentracdo média).100

3.6.4 Estabilidade das Solucdes

As solucdes preparadas para avaliacdo da linearidade foram lidas novamente
em espectrofotdbmetro nos dias 1, 2, 3, 7, 14, 21 e 28 ap0s o0 preparo e os resultados
foram plotados em uma curva de absorbancia x dias, sendo que os ensaios foram
realizados em triplicata (n=10). Durante o periodo, as solu¢des foram estocadas em
congelador (-20°C).
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3.7 Ensaios de atividade antioxidante

Para cada ensaio de atividade antioxidante descrito a seguir foi analisada a
possibilidade de interferéncia dos solventes utilizados previamente aos ensaios com
a paepalantina em solucdo. As concentracdes avaliadas para os solventes foram:
0,31, 0,62, 1,25, 2,5, 5,0 e 10% (v/v).

As concentracdes avaliadas de paepalantina em solu¢éo foram de 3,19; 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pg/ml. Trolox® foi utilizado como padrédo de substancia
antioxidante. Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) e concentracdo efetiva 50% (CE50) que € a concentracdo da
amostra capaz de inibir/capturar 50% das espécies reativas. A equacao para o

calculo da porcentagem de inibicdo segue abaixo:
%AA = (Ao — A).100/Ao
Onde:
Ao= absorbéancia do controle positivo
A= absorbancia da amostra.
%AA= porcentagem de atividade antioxidante.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas
iMark®, BioRad (Washington, U.S.A), sendo que todos os ensaios foram realizados
em triplicata (n=3) e acompanhados de controle negativo (solventes ou amostra em

solugao) (n=3).

3.7.1 Ensaio de captura do radical sintético DPPH

Para este ensaio foi empregada uma solucdo de DPPH a 40 uM em etanol
(EtOH). Em microplaca de 96 orificios foram adicionados 100 pyl de amostra teste e
200 pl da solugao de DPPH, sendo as absorbancias determinadas a 540 nm apos 30

minutos de reacéo (Santos et al., 2011; Alves et al., 2010).

3.7.2 Ensaio de captura do radical sintético ABTS

A atividade antioxidante sobre ABTS™ consiste na reduc¢éo do radical 2,2'-
azino-bis (3- etilbenzotiazolino-6-sulfonato)] e foi determinada utilizando o método de
Alves et al. (2010) modificado e o protocolo oficial da EMBRAPA (Rufino et al. 2007).

Inicialmente uma mistura aquosa de ABTS (7 mmol.l-1) e persulfato de potassio
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(2,45 mmol.l-1) foi incubada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 16 horas.
A solucdo formada de ABTS™ foi diluida em etanol até obtencdo de uma
absorbéancia de 0,7 a 734 nm. Posteriormente, em microplaca foram adicionados 300
Ml da solucdo de ABTS™ e 3 pl de solucdo de paepalantina em diferentes

concentracfes com posterior leitura espectrofotométrica a 734 nm.

3.7.3 Ensaio de captura do radical superéxido (Método do NBT)

Neste método o radical Oz~ produzido, via oxidagdo do NADH a NAD em
associacdo com metassulfato de fenazina (PMS) reduz o NBT (nitroblue tetrazolium)
a formazan em pH 7,4 a temperatura ambiente. A geracdo do formazan é
acompanhada por espectrofotometria pela mudanca da coloracdo amarelo pélido do
NBT para uma coloracdo puarpura do formazan em 540 nm (Alves 2010). Um
antioxidante reage com Ogz+— inibindo a produgéo do formazan. Em resumo, foram
preparadas solucées em PBS (100 mM pH 7,4) de NADH (0,125 mM), PMS (0,5
mM) e NBT (0,45 mM) as quais foram incubadas em microplacas de 96 orificios da
seguinte forma: 180 ul de tampé&o, 24 pl de amostra, 6 pl de PMS e 24 pl de NBT por
2 minutos com posterior adicdo de 6 pl de NADH. Apds 10 minutos, foi realizada

leitura espectrofotométrica a 540 nm.

3.7.4 Ensaio de captura do &cido hipocloroso (Método do TNB)

O ensaio se baseou no monitoramento espectrofotométrico da oxidagdo do
acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico (TNB) pelo acido hipocloroso (HOCI) com
diminuicdo da absorcdo em 412 nm (Ching et al, 1994). A absorbancia do TNB a 412
nm diminui na presenca de HOCI pela formagdo do 5,5-ditiobis-(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB) que absorve em 325 nm. Nesse teste, incubou-se o HOCI (25
UM) com diferentes concentracdes de paepalantina por 1 minuto e, posteriormente,
adicionou-se o TNB (50 uM).

3.7.5 Ensaio de captura do peréxido de hidrogénio (Método da peroxidase)

Neste ensaio o peroxido de hidrogénio (H202), através da acdo da enzima
peroxidase, oxida o vermelho de fenol a um composto que em pH béasico se torna
vermelho puarpura, podendo ser quantificado em 620 nm (Pick & Keisari, 1980). A
mistura de reacao continha: 20 ul de paepalantina, 40 pul de H202 (10 mM), 16 pl da
solugdo de NaCl 140 mM, vermelho de fenol 0,1 mg/ml, dextrose 5,5 mM, em
tampao fosfato pH 7 e 20 ul de peroxidase (8,5 U/mL). Para obter o volume final de
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200 pl a solucdo foi completada com a adicdo de tampéao fosfato pH 7. Apos 10
minutos a reacao foi terminada pela adicao de 20 ul de NaOH 1 N e submetida a

leitura espectrofotométrica a 620 nm.

3.7.6 Ensaio de captura do radical hidroxil (Método da desoxirribose)

O ensaio da desoxirribose consiste na degradacdo do acucar desoxirribose
quando exposto ao OHe, formando malonaldialdeido (MDA) que pode ser detectado
pela habilidade de reagir com &cido tiobarbitarico formando um cromdgeno rosa
(Zhao et al., 2015). O ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita por
Halliwell e colaboradores (1987), com adaptacdes. A mistura reacional continha: 100
pl de desoxirribose (2,8 mM), 100 ul de FeCls (50 puM), 100 ul de EDTA (100 pM),
100 pl de H202 (1 mM), tampéo KH2PO4/KOH 10 mM pH 7,4, ascorbato (100 uM) e
200 pl da amostra. A reacdao foi incubada a 37 °C por 1 hora com posterior adicéo de
500 pul de acido tiobarbitarico 1%, preparado em NaOH 50 mM e &cido tricloroacético
2,8%, sendo novamente incubada por 10 minutos a 100°C. A formagédo de OH- foi

determinada a 540 nm.

3.7.7 Ensaio de captura de 6xido nitrico (NO)

Neste ensaio foi utilizado método descrito por Battes e colaboradores (1991) o
qual consiste na geracdo de NO a partir de uma solucao de nitroprussiato de sodio
(NPS a 0,625 mM em PBS 0,1M pH7,0). Em contato com o oxigénio do ar e na
presenca de intensidade luminosa, o nitroprussiato forma didxido de nitrogénio (NO2)
o qual, ap6s dimerizacdo e posterior reacdo com a agua resulta na formacédo de
ions nitrito, o qual pode ser quantificado através do Reagente de Griess, formando
um cromoforo rosa com absorcdo proporcional em 540 nm e que corresponde ao
teor de Oxido nitrico gerado. Substancias antioxidantes atuam capturando o éxido
nitrico, impedindo a formacdo de nitrito, sendo a capacidade antioxidante
inversamente proporcional a absorbancia registrada (Battes et al., 1991; Marcocci et
al., 1994). Em cada poco da microplaca foram adicionados: 50 ul de paepalantina
em diferentes concentracfes e 50 pl de NPS. Apos 1h a temperatura ambiente e
exposicdo a luz, foram adicionados 100 pl de reagente de Griess e posteriormente

realizada leitura espectrofotométrica a 540 nm.
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3.8 Avaliacédo da atividade anti-H. pylori

3.8.1 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) para H. pylori

A CIM foi avaliada através da técnica de microdiluicdo em caldo de acordo
com a norma CLSI M7-A6, 2003, com modificacbes. A cada poco da microplaca
foram adicionados 100 pyL de meio de cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI)
suplementado com 10% de soro fetal bovino com diversas concentracbes de
paepalantina obtidas por diluicdo seriada 1:2 (1024 ug/mL — 4 ug/mL) e 0 mesmo
volume de uma suspensdo de H. pylori (ATCC 43504) contendo 10° UFC/mL. A
microplaca foi submetida a leitura espectrofotométrica em 620 nm e, a seguir,
incubada a temperatura de 36 °C — 37 °C, em atmosfera contendo 10 % de COz, por
72 horas. AplOs esse periodo, a microplaca foi homogeneizada e nova leitura
realizada para determinacdo da CIM. Andlises feitas em triplicata acopanhadas de

crescimento controle (n=3).

A CIM foi definida, graficamente, como sendo a menor concentracdo de
paepalantina capaz de induzir a um brusco declinio no valor da absorbéancia de no
minimo 90% em relagdo ao controle positivo. Amoxilicina e metronidazol foram
utilizados como controle da cepa ATCC 43504 que € metronidazol resistente e
amoxicilina sensivel. A possibilidade de interferéncia dos solventes na viabilidade

bacteriana foi previamente determinada.

3.8.2 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para H. pylori

A CBM foi determinada como a menor concentragdo de amostra que inibir a
formacao de colonias de H. pylori em placas de agar Columbia contendo sangue de
carneiro 5% (incubada a 37°C por 72 h, 10% CO2), correspondente ao poco da
microplaca sem crescimento aparente em BHI. Andlises feitas em triplicata
acopanhadas de controle com solventes (n=3).

3.8.3 Avaliacdo de atividade sobre a enzima urease

A atividade de inibicdo da urease foi determinada pela producdo de amoénia
catalisada pela urease de acordo com o método descrito por Tanaka et al. (2003).
Em microplaca de 96 pogos foram adicionados 25 ul de urease 4Ul (Sigma Jack
Bean urease tipo Ill) e 25 pl da amostra em diferentes concentrac¢des, incubada por
2 horas em temperatura ambiente. Apos esse periodo foram adicionados, 25 pL de
vermelho de fenol 0,02% e 200 pl de ureia 50 mM em tampéao fosfato 100 mM (pH
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6,8). A absorbancia da mistura reacional foi medida em 540 nm em leitora de
microplacas iMark®, BioRad (Washington, U.S.A), apds 20 minutos. A quantidade de
amonia produzida é equivalente a hidrolise de ureia, sendo que altos valores de
absorcdo indicardo alta atividade da urease na mistura reacional. Como controle
positivo de inibicdo foi utilizado o &cido borico 100 mM como padrédo. A porcentagem
de inibigc&o foi calculada utilizando a seguinte formula = (1 — ABSamostra/ABScontrole) X
100. Analises foram realizas em triplicata ( n=3). Neste ensaio, a possibilidade de

interferéncia dos solventes foi previamente avaliada.

3.8.4 Anélise morfolégica de H. pylori na sub-CIM de paepalantina por microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV)

Foram realizadas culturas de H. pylori contendo paepalantina na CIM (128
pg/ml) e sub-CIM (64 ug/ml) acompanhadas de crescimento controle de acordo com
o item 3.8.1. ApO6s o0 periodo de incubacdo as amostras foram submetidas a
centrifugacdo (4000 RPM, 5 min) com descarte do sobrenadante. O residuo foi
suspendido em 1 ml de tamp&o cacodilato (0,1M pH:7,2), novamente submetido a
centrifugacéo, sendo que este processo repetido mais uma vez. Apés, as amostras
residuais foram fixadas em laminulas a temperatura ambiente e desidratadas em
série de alcodis (30, 50, 70, 90 e 100% é&lcool/agua, 10 min cada). Apés secagem
completa, o material foi metalizado em ouro e analisado em microscopio eletrénico
de varredura JEOL®, JSM-6610 LV (Tokio, Japdo) a uma tensdo de aceleracdo
eletrbnica de 10kV e no aumento final de x 22000 (Chakraboti et al., 2013; Fischer et
al., 2013).

3.8.5 Avaliacdo de sinergismo entre sub-MIC de paepalantina e os antibidticos

amoxicilina e metronidazol sobre H. pylori

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.8.1. Foram avaliadas as
associacdes dos antibidticos metronidazol (512 - 16 g/ml) e amoxicilina (1 - 0,031
g/ml) com paepalantina na sub-CIM de 32 pg/ml. Os ensaios foram realizados em

triplicata e repetidos 3 vezes.
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3.9 Analise estatistica
Os dados foram expressos como média + desvio padrao.

Na validacdo da metodologia analitica espectrofotométrica foi utilizada anéalise
de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, sendo consideradas
lineares amostras que apresentaram coeficiente de correlacdo linear (R?) igual ou

superior a 0,95 e determinado o coeficiente angular (a) e o intercepto da reta (b).

Para os ensaios de atividade antioxidante foi realizada analise de regressao
linear tendo sido consideradas lineares as amostras cujo coeficiente de correlacao
seja superior a 0,95 e determinados seu coeficiente angular e o intercepto da reta.
Para as amostras que apresentaram linearidade foi aplicado o teste t-student para
comparacao das CE50% da paepalantina nos solventes e trolox (p<0,05). Para os
ensaios que ndo apresentaram linearidade foi realizada analise de variancia de duas
vias com aplicacdo de teste pos-hoc de Bonferroni (p<0,05). Para o ensaio de

inibicdo de urease foi aplicado teste t-student para comparacédo de médias (p <0,05).



38

4. RESULTADOS

4.1 Pureza

A analise da paepalantina por CLAE mostra pureza proxima a 81,3 %. O
cromatograma pode ser visto na Figura 6 com o tempo de retencao (Tr) da

paepalantina em 3,576 minutos.
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Figura 6 - Cromatograma da analise por CLAE para a paepalantina (Tr = 3,597)
(n=3).

4.2 Estudo de solubilidade

Os dados de solubilidade da paepalantina apontaram como solvente ideal o
propilenoglicol no pH 7,5 (Tabela 1). A glicerina e agua apresentaram baixa
solubilidade para a paepalantina em todas as concentracdes testadas, mesmo sob
aquecimento ou alcalinizagdo. Adicionalmente, paepalantina em glicerina com pH
7,5 resultou em escurecimento dos cristais, demonstrando reatividade. A
paepalantina apresentou solubilidade na concentracdo maxima de 10 mg/ml em
propilenoglicol, sendo mais soltvel em pHs maiores. A adicdo de surfactante nédo foi
favoravel em funcdo da formagdo de micelas com fases distintas ndo sendo
considerado uma solugdo homogénea passivel de ser aplicada com
reprodutibilidade nos ensaios posteriores. DMSO solubilizou a paepalantina em

todas as concentracdes testadas.
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Tabela 1 - Resultados do teste de dissolugdo para paepalantina em diferentes

solventes
Constante Concentracdo | Aquecimento | pH Surfactante
Solvente dielétrica (g) (mg/ml) (37°C) (7,5) | (tween 0,02%)
10 20 40 80 20
Agua 78,36 | | | | [ SH SH
Propilenoglicol 28,37 PS PS | PS S SH SH
Glicerina 45,63 | | | I R SH SH
DMSO 46,82 S S S - - - -

soluvel (S), parcialmente solavel (PS), insolavel (1), instavel (R) e suspenséo heterogénea (SH). (n=3)

Os resultados do ensaio de solubilidade foram confirmados através de microscopia

Optica comum (Figura 7) a qual demonstra a auséncia de cristais na solugdo de

propilenoglicol pH 7,5 e a ocorréncia de formas cristalinas distintas da paepalantina

nos demais solventes avaliados.

Figura 7 - Micrografias obtidas por microscopia optica comum no aumento de 400X.
Paepalantina a 10 mg/ml, pH 7,5 em: glicerina (A), agua (B) e propilenoglicol (C).

(n=3)
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4.3 Validacao de metodologia analitica espectrofotométrica

4.3.1 Seletividade

A andlise do espectro de absorcdo dos solventes propilenoglicol e DMSO
demonstra que ambos ndo absorvem em comprimentos de onda superiores a 270
nm (Figura 8). Os espectros de absorcéo tanto da paepalantina em propilenoglicol
como em DMSO mostram que na faixa de absorcdo de 240 nm até 340 nm, ha
interagdo com os solventes, causando deslocamento das bandas de absorgéo, nao
sendo um intervalo confiavel. No entanto, na faixa de absorcdo que vai de 340 até
450 nm temos um plat6, o qual ndo sofre deslocamentos em funcdo dos solventes,
sendo seletivo para a paepalantina, com o valor maximo de absor¢cédo estabelecido
em 391 nm. Dessa forma, este comprimento de onda foi selecionado para a

realizagdo dos estudos de linearidade, estabilidade e precisdo realizados
posteriormente.

DMSO

24 A \
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glicol N

L/Paepalantina em DMSO (0.25mg/ml)

Absorbancia (nm)

_» Paepalantina em propilenoglicol (0.25mg/ml)

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 8- Perfil de absorcéo da paepalantina (200 a 800 nm) (n=10)

4.3.2 Linearidade

As amostras foram consideradas aprovadas no ensaio de linearidade. A
analise de regressao linear para ambas as amostras resultou em um coeficiente de

regressdo (R?) superior a 0,99 o que atesta a linearidade do método podendo ser

visto um resumo dos dados na Figura 9:
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Figura 9 - Analise de linearidade das curvas de calibracdo espectrofotométricas.
Paepalantina em propilenoglicol (R2 = 0,99; a = -0,20; b = 1,33) e paepalantina em
DMSO (R2 = 0,99; a = -0,17; b = 1,58). Todas as absorbancias foram medidas em
triplicata (n=10).

4.3.3 Precisao

A andlise de precisdo da metodologia analitica validada (Figura 10) resultou
em valores de desvio padréo relativo (DPR) inferiores a 5%, 0 que esta dentro dos
valores aceitaveis. Solucbes de paepalantina em propilenoglicol nas concentracdes
de 0,75; 0,5 e 0,1 pg/ml (DPR de 4,1; 0,7 e 2,1 % respectivamente) e paepalantina
em DMSO (DPR de 1,8; 1,5 e 3,5% respectivamente).
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Figura 10 — Resultados do ensaio de precisdo para as solu¢des de paepalantina em
propilenoglicol e paepalantina em DMSO. Ensaio feito em triplicata (n=10). * =
diferenca significativa entre propilenoglicol e DMSO (p<0,05)
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4.3.4 Estabilidade

A andlise de estabilidade foi realizada durante 28 dias comparando solu¢fes
de paepalantina preparadas em propilenoglicol pH 7,5 e DMSO (Figura 11), a partir
de solucbes estoque a 10mg/ml. Observou-se que a solucdo preparada com DMSO
foi mais estavel que a preparada com propilenoglicol com um decréscimo de apenas
2,3% nos valores de absorbancia apds os 28 dias de preparo, sendo que a solucdo
preparada com propilenoglicol apresentou uma reducdo de 14,21% na absorgéo

indicando uma menor estabilidade em relagcdo ao DMSO.
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[mg/ml] [mg/ml]
Figura 11 — Estudo de estabilidade da paepalantina em funcdo do tempo de

estocagem. Solucao de paepalantina em propilenoglicol e DMSO. Valores expressos
em média £ desvio padréo (n=3).

4.4 Atividade antioxidante

4.4.1 Atividade antioxidante frente ao radical DPPH

Os solventes propilenoglicol e DMSO nédo apresentaram interferéncia no
ensaio (Figura 12). Os resultados apontam que a atividade antioxidante tanto da
paepalantina em propilenoglicol como em DMSO séo similares ao trolox (Figura 13).
Os valores de CE50 foram considerados estatisticamente semelhantes. CE50 para
paepalantina em propilenoglicol: 5,45 * 1,09 pg/ml (R?> = 0,95); CE50 para
paepalantina em DMSO: 6,12 + 0,79 ug/ml (R? = 0,99) e CE50 para TROLOX: 5,24 +
1,9 yg/ml (R? = 0,96).
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Figura 12 — Resultado de atividade antioxidante frente ao radical DPPH expresso
em % de atividade antioxidante versus % de volume de solvente na amostra. Ensaio
feito em triplicata(n=3). * = diferenga significativa entre propilenoglicol e DMSO
(p<0,05)
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Figura 13- Resultados do ensaio de captura de radical DPPH expresso em % de
atividade antioxidante versus concentracdo para a paepalantina em diferentes
solventes e para o trolox. Ensaio feito em triplicata (n=3). * = diferenca significativa
entre paepalantina solubilizada em propilenoglicol e DMSO, + = diferenca
significativa entre paepalantina solubilizada em propilenoglicol e trolox e a =
diferenca significativa entre paepalantina solubilizada em DMSO e trolox, (p<0,05)

4.4.1.1. Atividade antioxidante frente ao radical DPPH em funcdo do tempo de

estocagem das solucdes de paepalantina em propilenoglicol e DMSO

Considerando os resultados do estudo de estabilidade da paepalantina em

propilenoglicol e DMSO, os quais apontam um decréscimo no valor de absor¢céo
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para a solucdo de paepalantina em propilenoglicol de 14,21% e DMSO 2,3%,
analisou-se a possibilidade de interferéncia desse resultado na atividade
antioxidante das solucgdes frente ao DPPH em fung¢do do tempo de estocagem, 0s
quais estao expressos na Figura 14 para solucdo de paepalantina solubilizada em
propilenoglicol e Figura 15 para paepalantina em DMSO. Os resultados demonstram
ndo haver interferéncia na atividade antioxidante da paepalantina em até 28 dias
apos o preparo das solucdes, especialmente para propilenoglicol o qual apresentou

uma reducdo maior da absorc¢ao no estudo de estabilidade.
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Figura 14 — Efeito na atividade antioxidante da paepalantina solubilizada em
propilenoglicol frente ao DPPH em fun¢ao do tempo de estocagem (n=3).
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Figura 15 - Efeito na atividade antioxidante da paepalantina solubilizada em DMSO
frente ao DPPH em func&o do tempo de estocagem (n=3).
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4.4.2 Atividade antioxidante frente ao radical ABTS

Os solventes propilenoglicol e DMSO foram avaliados preliminarmente, nao
apresentando interferéncia significativa nos ensaios Os resultados de CE50 s&o
similares para todas as amostras (Figura 16), resultando em valores de CE50 da
paepalantina em propilenoglicol de 2,42 +1,62 ug/ml (R? = = 0,95), paepalantina em
DMSO de 3,33 £1,99 ug/ml (R? = 0,99) e para o TROLOX de 1,62 +1,89 pg/ml (R? =
0,96) os quais se apresentaram estatisticamente semelhantes. No entanto, na
analise da porcentagem de atividade antioxidante das concentracdes das amostras,
paepalantina em propilenoglicol, paepalantina em DMSO e Trolox, pode-se observar
uma maior atividade antioxidante da paepalantina em propilenoglicol comparada as

demais, a partir da menor concentragéo testada (0,39 pg/ml).
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Figura 16 — Resultados do ensaio de captura do radical ABTS para paepalantina em
diferentes solventes e Trolox (n=3). * = diferenga significativa entre paepalantina
solubilizada em propilenoglicol e DMSO, + = diferenca significativa entre
paepalantina solubilizada em propilenoglicol e trolox e a = diferenga significativa
entre paepalantina solubilizada em DMSO e trolox, (p<0,05)

4.4.3 Atividade antioxidante frente ao radical superdoxido

Neste ensaio, a analise dos solventes demonstrou que ambos nao interferem
nos resultados com a paepalantina. A paepalantina tanto em propilenoglicol como
em DMSO apresentou uma consideravel atividade antioxidante frente ao &anion
superoxido. Apesar de néo ter sido possivel calcular o CE50 em funcdo da baixa

linearidade, pode-se observar que a paepalantina possui atividade antioxidante
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comparavel ao Trolox, sendo até superior a partir da concentragao de 50 ug/ml tanto

para paepalantina em propilenoglicol como em DMSO (Figura 17).
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Figura 17 - Resultados de atividade antioxidante frente ao radical superéxido para a
paepalantina em propilenoglicol e DMSO e para o Trolox. (n=3). + = diferenca
significativa entre paepalantina solubilizada em propilenoglicol e trolox e a =
diferenca significativa entre paepalantina solubilizada em DMSO e trolox, (p<0,05)

4.4 .4 Atividade antioxidante frente ao acido hipocloroso

Os ensaios preliminares com os solventes frente ao HOCI| demonstraram um
alto grau de interferéncia do DMSO (Figura 18). O propilenoglicol apresentou
interferéncia apenas em concentracfes acima de 5% (v/v) podendo ser utilizado
para carrear a paepalantina no teste, em concentracdes inferiores. Dessa forma, o
ensaio antioxidante com HOCI foi conduzido apenas com paepalantina em
propilenoglicol e Trolox, o qual mostra que ndo ha diferenca estatistica entre
paepalantina e Trolox na concentracdo de 50 pg/ml tendo inclusive uma atividade

antioxidante superior na concentragéo de 100 ug/ml (Figura 19).
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Figura 18 - Efeito do propilenoglicol e o0 DMSO na captura de HOCI no sistema
TNB/HOCI. * = diferenca significativa entre propilenoglicol e DMSO, (p<0,05).
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Figura 19- Atividade antioxidante frente ao acido hipocloroso da paepalantina em
propilenoglicol e do Trolox. + = diferencga significativa entre paepalantina solubilizada
em propilenoglicol e trolox (p<0,05)

4.4.5 Atividade antioxidante frente ao radical hidroxil

As analises preliminares realizadas com os solventes revelaram que ambos
influenciam diretamente no resultado do ensaio (Figura 20). Sendo assim, nao foi

possivel realizar o teste de captura de radical hidroxil para a paepalantina.
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Figura 20- Resultados de atividade antioxidante frente ao radical hidroxil para o
propilenoglicol e 0 DMSO. Andlise feita em triplicata. * = diferenca significativa entre
paepalantina solubilizada em propilenoglicol e DMSO (p<0,05).

4.4.6 Atividade antioxidante frente ao peréxido de hidrogénio

Neste ensaio, ambos o0s solventes nao interferiram nos resultados. Nos
resultados de captura de H202 a paepalantina solubilizada tanto em propilenoglicol
com DMSO apresentou maior efeito nas concentragdes de 3,125 a 25 ug/ml
comparado ao Trolox. Na concentragdo de 50 ug/ml nao houve diferenca estatistica
entre as amostras com porcentagem de inibicdo proxima a 40%. No entanto, na
maior concentracédo testada, 100 ug/ml, a paepalantina em ambos os solventes
apresentou uma menor atividade antioxidante frente ao H202 comparada com
Trolox. De acordo com os resultados, ndo foi possivel o célculo do CE50 (Figura 21).
A andlise dos resultados com paepalantina solubilizada em propilenoglicol e DMSO
demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa na captura do H20:2
(p<0,05).
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Figura 21 - Efeito da paepalantina em diferentes solventes e Trolox na captura do
H202. + = diferenca significativa entre paepalantina solubilizada em propilenoglicol e
trolox e a = diferenca significativa entre paepalantina solubilizada em DMSO e trolox,
(p<0,05)

4.4.7 Atividade antioxidante frente ao 6xido nitrico

A andlise dos solventes neste ensaio demonstra que tanto propilenoglicol
como DMSO néo interfere nos resultados até a concentracdo de 12,5% (v/v). Os
resultados de atividade antioxidante da paepalantina frente ao oOxido nitrico
resultaram em um perfil de atividade muito similar ao trolox (Figura 22). Se
utilizando do modelo estatistico de correlacdo logaritmica foi possivel calcular a
CE50 das amostras, que foi de 37,5+3,5 pg/ml para paepalantina em propilenoglicol
(Ryy=0,99), 40,1+4,4 yg/ml para paepalantina em DMSO (Ryy=0,99) e 35,2+3,7
ug/ml para Trolox® (Ryy=0,99), ndo havendo diferenca estatistica entre os valores

encontrados (Figura 23).
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4.5 Atividade anti- H. pylori

4.5.1 Determinacdo da concentracdo inibitdria minima para H. pylori

A Figura 24 mostra o efeito dos solventes propilenoglicol e DMSO sobre H.
pylori, sendo que DMSO apresenta efeito inibitério a partir de 6,25% (v/v), com
inibicdo de crescimento bacteriano proximo a 30%, enquanto que nesta mesma
concentracdo, a Vviabilidade bacteriana é mantida cerca de 100% com
propilenoglicol. Considerando como ponto de partida solugcdo-mae de paepalantina
em propilenoglicol de 10 mg/ml e paepalantina em DMSO de 40 mg/ml, a
concentracdo maxima de solvente utilizado neste ensaio foi de 2,56% e 0,64%, para
propilenoglicol e DMSO, respectivamente, n&o interferindo nos resultados de
viabilidade de H. pylori com a paepalantina. O efeito da paepalantina dissolvida em
propilenoglicol e DMSO sobre H. pylori sdo mostrados na Figura 25. Os resultados
apontam CIM de 128 ug/ml, tanto para paepalantina dissolvida em propilenoglicol
guanto em DMSO. Considerando a caracteristica da cepa de H. pylori utilizada
neste estudo, amoxicilina sensivel e metronidazol resistente, o efeito dos antibiéticos

sobre a bactéria é mostrado na Figura 26.
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Figura 24 - Efeito dos solventes propilenoglicol e DMSO no crescimento de H. pylori
expresso em porcentagem de crescimento. Ensaio feito em triplicata (n = 3).
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Figura 25 — Efeito dose-resposta no crescimento de H. pylori para paepalantina
dissolvida em propilenoglicol e DMSO. Analise feita em triplicata (n=3).

.@O

=90 JY
80 \
T70 s %
S0

0O 4 8 16 32 64 _128 256 512 1024
Concentragao (ug/ml)

Metronidazol =¢<Amoxicilina

Figura 26 - Efeito dose-resposta no crescimento de H. pylori para amoxicilina e
metronidazol. Andlise feita em triplicata (n=3).

4.5.2. - Determinacdo da concentracdo inibitéria minima in vitro para H. pylori em

funcdo do tempo de estocagem de paepalantina

Analisando os resultados do estudo de estabilidade da paepalantina em
propilenoglicol e DMSO mostrados na Figura 11 pode-se observar um decréscimo

no valor de absorgcao para a solugéo de paepalantina em propilenoglicol de 14,21%
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e DMSO de 2,3%. Em funcdo disto, se avaliou a possibilidade de alteracbes de
atividade das solucdes frente ao H. pylori em funcdo do tempo de estocagem, os
quais estdo expressos na Figura 27 para solucdo de paepalantina dissolvida em

propilenoglicol e Figura 28 para paepalantina em DMSO.

Os resultados demonstram n&o haver interferéncia na atividade anti-H. pylori

da paepalantina em até 28 dias apds o preparo das solu¢des, mantendo a CIM em
128 pg/ml.
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Figura 27 - Curva de crescimento de H. pylori em diferentes concentracbes de

paepalantina solubilizada em propilenoglicol por tempo de estocagem (0 — 28 dias).
Realizado em triplicata (n=30).
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Figura 28 - Resultado de crescimento de H. pylori em diferentes concentracdes de
paepalantina solubilizada em DMSO por tempo de estocagem (0 — 28 dias).
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4.5.3 Determinacédo da concentracdo bactericida minima para H. pylori

A paepalantina apresentou valor para Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) de 256 pg/ml tanto solubilizada em propilenoglicol quanto em DMSO.

4.5.4 Atividade sobre a enzima urease

A paepalantina apresentou baixa atividade para a enzima urease, com uma
porcentagem de inibicdo de 12,3% tanto para paepalantina em propilenoglicol
guanto para paepalantina em DMSO apdés 20 minutos de reacdo na maior
concentracdo analisada (Figura 29). Acido bérico demonstrou 96,2% de inibic&o.

N&o foi observada influéncia dos solventes (dados ndo mostrados).
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Figura 29 - Atividade inibitoria sobre a enzima urease da paepalantina na
concentracdo de 1024 pg/ml tanto em propilenoglicol quanto em DMSO. Acido
bérico 100 mM como controle de inibicdo. Ensaios realizados em triplicata (n=3).

4.5.5 Analise morfolégica de H. pylori em CIM e sub-CIM de paepalantina por

microscopia eletrdnica de varredura

A Figura 30 mostra as micrografias da CIM e sub-CIM de paepalantina em
propilenoglicol para H. pylori acompanhadas do controle de crescimento (controle
positivo) por microscopia eletrénica de varredura. Podem ser observadas tanto para

CIM como para sub-CIM altera¢des morfologicas consideraveis na forma e superficie
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da bactéria comparadas ao controle positivo. Para as bactérias cultivadas na CIM de
paepalantina, pode-se observar perda da forma espiralada para formas cocoides
(Figura 30-B) e a ocorréncia de extravasamento de conteddo intracelular por
rompimentos na membrana (Figura 30-C). As amostras cultivadas na sub-CIM
apresentaram em geral tendéncia para forma cocoide em um dos polos e formas
alongadas caracteristicas e perda de capacidade de divisdo celular (Figura 30-D, 30-
E). Alteracbes na superficie de H. pylori também sdo observadas na sub-CIM de
paepalantina com a formacdo de protuberdncias na membrana, relatadas na
literatura como “blebs” (Figura 30-D) (De Loney & Schiller, 1999).
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Figura 30 - Fotomicrografias feitas via MEV para amostras de H. pylori cultivadas
como controle positivo (A), CIM de paepalantina (B, C) e sub-CIM de paepalantina
(D, E, F). As setas indicam alteracfes morfolégicas, em C extravasamento celular,
em D protuberancias (blebs), em E e F polarizacédo da densidade eletrbnica.



56

4.5.6 Efeito sinérgico da sub-CIM de paepalantina com os antibiéticos amoxicilina e

metronidazol sobre H. pylori

A associacdo da paepalantina com amoxicilina e metronidazol resultou no
implemento de atividade anti-H. pylori com ocorréncia de sinergismo. Pode-se
observar na Figura 31 que 72 de CIM (32 ug/ml) de paepalantina em associagdo com
amoxicilina resultou no aumento de eficacia do antibiético com a reducédo da CIM da
amoxicilina de 0,25 pg/ml para 0,031 pg/ml. Os resultados da associagcdo de
paepalantina com metronidazol mostram CIM de 16 pg/ml, caracterizando
sinergismo importante visto que a cepa de H. pylori utilizada neste estudo ser
metronidazol resistente (Figura 32).
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Figura 31 - Curva dose-resposta no crescimento de H. pylori na presenca de

amoxicilina e amoxicilina adicionada de 1/4 de CIM de paepalantina (32ug/ml).
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5. DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento farmacéutico de novos medicamentos algumas
etapas s80 necessarias para que moléculas com atividade biolégica recém-
descobertas sejam declaradas seguras para uso em humanos. E necessario avaliar,
além das caracteristicas inerentes a acdo farmacolégica, o seu comportamento
frente a adjuvantes que vao atuar melhorando a sua biodisponibilidade,
bioavaliabilidade e assegurar a estabilidade da molécula. Este estudo de
desenvolvimento galénico se inicia em etapas pré-clinicas através da determinacao
de suas caracteristicas fisico-quimicas, sendo a solubilidade a principal delas (Issa &
Ferraz, 2011).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (BCS) criado por Amidon e
colaboradores em 1995 tem como principais parametros a permeabilidade intestinal
e a solubilidade, os quais considera fundamentais para absorgdo de principios ativos
e indica métodos para determinacdo de solubilidade in vitro, sendo alguns, inclusive,
aprovados pela Foods and Drugs Administration (FDA). E recomendado que a
determinacdo de solubilidade seja em condi¢cdes de pH fisiolégico (1 a 7,5) e a
temperatura de 37°C e em diferentes solventes. Contudo, é comum nas etapas
iniciais de pré-formulacdo a quantidade de material disponivel ser restrita,
principalmente em se tratando de metabdlitos secundarios extraidos de plantas,
como a paepalantina, em funcéo disto ha a necessidade de se adaptar os estudos
iniciais de solubilidade para pequenos volumes, o que demanda o planejamento

correto do experimento com a adocdo de equipamento adequado (Steele, 2001).

7

Neste contexto, solubilidade € uma das propriedades fisico-quimicas mais
estudadas durante o processo de pré-formulacdo farmacéutica (Issa & Ferraz, 2011).
E uma caracteristica importante para o desenvolvimento de formulacées liquidas ja
que uma correta determinacdo dos valores de solubilidade de uma molécula ira
influenciar diretamente na estabilidade e qualidade do produto final. Mesmo em
formulacbes sdlidas e semi-sélidas também €& importante, pois ira determinar a
guantidade de farmaco que estara dissolvido e disponivel nos sitios de absorgéo
(Augustijns & Brewster, 2007).

O principal solvente com aplicacdo segura e in6bcua em humanos e, por

consequéncia, o solvente ideal para a veiculacdo de farmacos, é a agua.
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Substancias que apresentam baixa solubilidade em agua tendem a apresentar taxas
de diluicdo e de absorcdo também baixas durante a sua permanéncia no tubo
digestivo ou mesmo uma tendéncia a cristalizar-se em solu¢des aquosas (Lobenberg
et al., 2000). A paepalantina possui caracteristica lipofilica sendo fracamente soluvel
em agua, o que implica em uma série de dificuldades para sua avaliacdo em estudos
que dependem de sua interacdo com reagentes hidrofilicos, culturas celulares ou
estudos em modelos animais.

O solvente comumente utilizado em pesquisas envolvendo produtos naturais
e que tem sido a escolha em estudos anteriores, envolvendo a paepalantina, € o
dimetilsulféxido (DMSO). Por ser uma molécula anfétera, solubiliza tanto produto
lipossolavel quanto hidrossoluvel, facilitando a solubilidade de substancias e
extratos. NoO entanto, inimeros estudos tém relatado interferéncias por parte deste
solvente com efeitos toxicos em varios tipos de cultura celular, microrganismos e
modelos animais (Basch and Gadebusch, 1968; Jacob & Heschler, 1986; Vogin et
al., 1970; Qi et al., 2008; Hanslick et al., 2009; Menorval et al. 2012; Yuan et al.
2014). Estudos também atestam que o DMSO possui atividade sequestrante frente a
radicais livres como o hidroxil (Panganamala, 1976) o que demonstra interferéncia
deste solvente em estudos de atividade antioxidante.

Neste contexto, avaliamos, no presente estudo, a solubilidade da
paepalantina em outros solventes, além do DMSO, solvente que é comumente
utilizado para os ensaios com este composto.

Inicialmente as amostras foram escolhidas em funcdo dos valores das
constantes dielétricas (g), os quais representam o potencial do solvente de separar
dois ions de carga oposta, sendo estes valores diretamente relacionados com a
polaridade das solucdes. Assim sendo, espera-se que quanto menor o valor de
constante dielétrica, menor a polaridade do solvente e, consequentemente, maior a
solubilidade de moléculas lipossoliveis como a paepalantina. Os resultados do
estudo de solubilidade sdo expressos na Tabela 1 e mostram essa relacao direta,
considerando o propilenoglicol como solvente de menor de valor de § e melhor
solubilidade comparado com glicerina e agua. Com relagdo ao DMSO que possui g
maior que propilenoglicol e solubiliza completamente a paepalantina, a capacidade
de solubilizar esta molécula esta relacionada com sua caracteristica, pois trata-se de
um solvente aprético polar que possui capacidade de solubilizar uma ampla gama de

substancias, possui dois grupos metila os quais cedem elétrons por ligacdo sigma
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(o) a um atomo de enxofre o qual faz uma ligagdo do tipo sp2 com um atomo de
oxigénio. A presenca das metilas favorece a solubilidade de moléculas mais
apolares, enquanto que o dipolo induzido no grupamento sulfidrila (S=0) faz com
que este liquido seja de alta polaridade. Isto explica a solubilidade relativa da
paepalantina em DMSO, apesar de sua baixa polaridade (Jabob & Heschler, 1986).

De acordo com os resultados, a paepalantina foi solivel em propilenoglicol a
10 mg/ml, pH 7,5 e em DMSO em todas as concentra¢des avaliadas.

O incremento na solubilidade da paepalantina em pH 7,5 se deve ao fato da
paepalantina ser uma molécula que possui caracteristica fracamente acida, ficando
ionizada em pHs mais elevados, sendo solvatada mais facilmente, como ocorre com
as demais cumarinas (Augustjins & Brewer, 2007).

Considerando o estudo de solubilidade, adicionalmente foram avaliados o
perfil da paepalantina em propilenoglicol e DMSO na espectroscopia no UV,
validacdo de método analitico espectrofotométrico e a estabilidade das solucdes.

Na validacdo de método analitico espectrofotométrico, as solucdes de
paepalantina contendo propilenoglicol e DMSO apresentaram correlacdo linear,
repetitividade e precisdo. Para o estudo de estabilidade das solucdes, paepalantina
em DMSO foi considerada estavel durante o periodo de avaliacdo (28 dias),
enquanto que paepalantina em propilenoglicol apresentou reducéo de concentracéo
no periodo (Figura 11). Tal fato nos conduziu ao estudo da interferéncia dos
solventes, DMSO e propilenoglicol, no potencial antioxidante e anti-Helicobacter
pylori da paepalantina. Para o estudo do potencial antioxidante foi utilizado o teste
do DPPH, no qual se observou que ndo ha alteracdo no potencial antioxidante da
paepalantina durante o periodo, em ambos o0s solventes, propilenoglicol e DMSO
(Figuras 14 e 15). O mesmo foi observado no ensaio anti-H. pylori, no qual nao
houve alteracdo significativa no perfil de crescimento ( Figuras 27 e 28) tanto para
paepalantina solubilizada em DMSO como em propilenoglicol, demonstrando que as
solugbes de paepalantina se mantém estaveis durante o tempo de estocagem,
principalmente com relacdo a paepalantina em propilenoglicol com pH 7,5,
demonstrando, provavelmente, ndo haver abertura do anel lactbnico com a
alcalinizagéo da solucéo.

Adicionalmente, com o objetivo de validar o propilenoglicol como alternativa

viavel ao DMSO, avaliou-se o efeito da paepalantina em ambos os solventes e a
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interferéncia destes nos demais ensaios antioxidantes, como também no ensaio anti-
H. pylori.

Os resultados para os demais ensaios antioxidantes demonstram que DMSO
atua no sequestro de radical hidroxil e acido hipocloroso (HOCI), sendo que neste
altimo, interfere em todas as concentracbes analisadas, enquanto que
propilenoglicol, interfere somente no ensaio do radical hidroxil.

Esses resultados corroboram com o0s encontrados por Kabeya e
colaboradores (2013) em relacdo ao HOCI. Alguns estudos sugerem que a presenca
do atomo de enxofre na molécula do DMSO favorece a sua oxidacdo pelo HOCI
interferindo diretamente nos resultados (Peskin & Winterburn, 2001; Ruff et al.,
2012). A interferéncia de ambos os solventes no ensaio de sequestro de radical
hidroxil possivelmente seja em funcdo de sua grande reatividade. Steiner & Babbs
(1999) observaram que o DMSO possui alta afinidade pelo radical hidroxil levando a
formacao de acido metanosulfinico, o qual pode ser utilizado inclusive para estimar a
qguantidade de radical hidroxil gerado (Scadutto, 1995).

Os resultados sobre a influéncia dos solventes no ensaio anti-H. pylori
mostraram que propilenoglicol foi menos toxico em relacdo ao DMSO, néo
interferindo na viabilidade da bactéria em concentragfes abaixo de 12,5% (v/v), ao
contrario do DMSO que apresenta inibicdo de 30% no crescimento bacteriano nesta
mesma concentracao.

Desde a descoberta da paepalantina por Vilegas e colaboradores (1990),
varios estudos vém sendo conduzidos com essa isocumarina, destacando-se 0s
para a atividade antioxidante (Kitagawa et al., 2003; Devienne et al.,, 2007) e
antibacteriana (Devienne & Raddi, 2002; Devienne et al., 2005).

Alguns dos ensaios antioxidantes realizados neste trabalho ainda nao foram
descritos na literatura para a paepalantina e se correlacionam com as EROs
envolvidas no burst oxidativo de neutroéfilos durante a infeccdo por H. pylori.

De acordo com os resultados, paepalantina apresentou significativa atividade
antioxidante frente as EROs avaliadas, comparada ao Trolox, com exce¢édo ao
peroxido de hidrogénio. Esta potente atividade antioxidante se deve a presenca de
hidroxilas na posicéo 9 e 10, as quais formam um arranjo catecolico, bem como uma
estrutura planar, os quais sao altamente favoraveis a deslocalizacdo de elétrons;

similiar ao arranjo orto-difendlico no anel B de flavonoides, que é um requisito bem
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estabelecido para a atividade sequestradora de EROs por polifenéis (Figura 31)
(Devienne, 2007, Tejero, 2007).

Figura 33 - Comparacado entre o arranjo ortodifendlico do flavonoide quercetina e
paepalantina

Para a atividade anti-H. pylori, a paepalantina apresentou resultados
significativos para CIM e CBM, considerando a resisténcia da bactéria a certos
antibiéticos como o metronidazol.

Estudos de estrutura-atividade realizados com cumarinas sugerem que a
presenca de atividade antimicrobiana esteja diretamente relacionada com a
lipofilicidade e a estrutura planar da molécula (Kayser & Kolodziej, 1999), sendo
provavelmente este carater lipofilico o responsavel pela facil penetracéo e insercéo
nas membranas bacterianas (Rauckman, 1989). No caso da paepalantina, a
combinacao de hidroxilas nas posi¢cdes 9 e 10 formando um sistema catecol, com a
sua estrutura planar e caracteristica lipofilica, sdo provavelmente os responsaveis
por sua capacidade antibidtica (Vilegas et al., 1990; Devienne et al., 2005). O arranjo
catecol associado ao oxigénio na posicao 1 da paepalantina possui similaridade com
0 sistema oxigenado das posi¢cdes 10, 11 e 12 das tetraciclinas (Figura 32), que
agem inibindo a subunidade ribossomal 30S bacteriana, o qual pode ser o modo de

acao da paepalantina (Chopra & Roberts, 2001).

Paepalantina Tetraciclina

Figura 34 - Similaridade entre a paepalantina e a tetraciclina com areas homélogas
destacadas.
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Outro possivel mecanismo de acdo se baseia nos antibiéticos cumarinicos,
como a novobiocina, que interagem com bactérias inativando a DNA girase. O
nucleo cumarinico estd diretamente relacionado com a atividade, formando duas
pontes de hidrogénio com a arginina 136 da subunidade p24 dagyrBa qual é
essencial para que aja inativacdo enzimatica (Lewis, 1996). Dessa forma, sendo a
paepalantina uma isocumarina, a possibilidade de atuacdo anti-H. pylori por este
mecanismo também nao poder ser descartado.

Adicionalmente a estes dados, a analise de alteragdes ultraestruturais por
MEV na CIM e sub-CIM da paepalantina para H. pylori demonstrou a conversao para
forma cocoide de H. pylori nestes valores de concentragcdo, com ocorréncia de
rompimentos de membrana (Figura 30-C), perda da forma helicoidal caracteristica,
ocorréncia de protuberancias na membrana conhecidas na literatura como “blebs”
(Figura 30-D) e ocorréncia de formas filamentosas e com polariza¢cdes evidenciadas
nas micrografias (Figura 30-E,F).

DeLoney e Schiller, 1999 avaliaram alteracbes morfoldégicas em H, pylori
causadas por antibioticos betalactamicos e observaram estas mesmas alteracfes
estruturais as quais correlacionaram com a ligacdo preferencial dos antibiéticos as
Penicillin-Binding Proteins (PBP), que sdo enzimas envolvidas na sintese da camada
de peptideoglicano que compde a parede celular bacteriana incluindo
transpeptidases, transglicosilases, endopeptidases e carboxipeptidases, como as
PBP66, PBP63 e PBP60. A PBP63 esta correlacionada com a formacao de formas
filamentosas e com a divisdo do septo. Neste estudo, correlacionaram ainda a
PBP60 e a PBP63 com a forma helicoidal da bactéria, estando ausente na forma
cocoide, sendo associada a elongacéo e formacao de septo. Berry e colaboradores
(1995) observaram que em culturas de H. pylori tratadas com amoxicilina a uma
concentragdo 10 vezes acima da CIM sdo observadas formas cocoides residuais.
Estudos conduzidos com mais de uma cepa de H. pylori observou-se que a sua
conversdo da forma helicoidal para a cocoide é um processo passivo, que
independe de sintese de proteinas pelo RNA, fortemente marcado por alteragdes
ultraestruturais, grandemente influenciado pelo tratamento com antibiéticos, sendo
uma manifestacdo morfologica de morte da bactéria (Kusters et. al.; 1997).

Na busca por entender melhor 0 mecanismo de acdo da paepalantina sobre
H. pylori foi realizado estudo de sinergismo associando sub-CIM (32 ug/ml) de

paepalantina com amoxicilina e metronidazol, antibiéticos rotineiramente utilizados
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no tratamento de H. pylori, o que resultou num aumento da eficacia dos antibiéticos
com a reducédo da CIM da amoxicilina de 0,25 ug/ml para 0,031 pg/ml e metronidazol
com CIM de 16 pg/ml, fato importante, visto a cepa de H. pylori utilizada neste
estudo ser metronidazol resistente. Calgaro-Helena e colaboradores (2006)
observaram que a paepalantina se insere profundamente em membranas de
mitocondria, as quais sdo muito semelhantes a membrana celular em termos de
lipidios, contendo majoritariamente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. Sabe-se
gue a amoxicilina age sobre as PBPs e 0 metronidazol age oxidando o DNA, sendo
mecanismos e sitios de acdo diferentes e que dependem de uma boa difusdo dos
antibiéticos pelo citoplasma. Com isto, uma hipétese € que a paepalantina esteja se
inserindo nas membranas celulares de H. pylori causando desestabilizacdo da
mesma, 0 que poderia favorecer a acdo de outros antibidticos por facilitar sua
difusdo, além de outros possiveis mecanismos receptor-especificos que a
paepalantina possa apresentar, como interacdo com as PBPs, citado anteriormente.

Especificamente com relacdo ao sinergismo entre paepalantina e
metronidazol, o mecanismo de resisténcia de H. pylori ao metronidazol envolve a
diminuicdo da atividade enzimética de nitro-redutases que reduzem o grupo nitro do
antibidtico a hidroxilamina, a qual interage com o DNA bacteriano (Mégraud, 1998).
Dessa forma, sendo a paepalantina um forte agente antioxidante, o sinergismo com
o metronidazol pode ser explicado pela possivel reducdo do grupo nitro do
metronidazol pela paepalantina, tornando-o ativo para atuar sobre o DNA bacteriano.
No entanto, estudos posteriores mais aprofundados serdo necessarios para
confirmar essas informagoes.

Em resumo, dados do presente estudo demonstram que o propilenoglicol
pode ser uma alternativa ao uso do DMSO, o qual interfere em ensaios bioldgicos
como 0s antioxidantes e os antimicrobianos, conduzindo a um desenvolvimento
futuro de uma formulagdo com solvente compativel ao estudo pré-clinico e clinico e
mais apropriado do ponto de vista tecnoldgico.

Adicionalmente, o potencial antioxidante da paepalantina, associado a uma
importante atividade anti-H. pylori tornam esse composto um promissor candidato
para o tratamento e prevengdo de doencas causadas por H. pylori, pelo fato do
estresse oxidativo causado pela resposta imune estar envolvido na patogénese da

injaria gastrica causada por esta bactéria.
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6. CONCLUSOES

A andlise dos resultados conduzidos neste estudo permite-nos concluir que :

1.

2.

Propilenoglicol solubiliza a paepalantina;

Solucdo de paepalantina em propilenoglicol se mantém estavel durante o

periodo de estocagem de 28 dias;

Propilenoglicol pode ser uma alternativa viavel ao uso do DMSO para
solubilizar a paepalantina;

Paepalantina possui potencial antioxidante comparavel ao Trolox;
Paepalantina demonstra atividade anti-Helicobacter pylori;

Paepalantina apresenta agdo sinérgica com amoxicilina e metronidazol contra

H. pylori;

A capacidade antioxidante e anti-H. pylori reforcam a conducéo de estudos

adicionais in vitro e in vivo para avaliar a paepalantina como agente na terapia de

infeccbes por esta bactéria.
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Tabela 2 - Atividade Antioxidante frente ao radical DPPH para paepalantina em
diferentes solventes e trolox expressos em porcentagem de inibicao.

Paepalantina em | Paepalantina em
Concentracao | Propilenoglicol DMSO TROLOX®
[ug/ml] % de inibicao % de inibicao % de inibicao
0,39 104 5,6 4,3 +5,61 34 +41
0,78 140 +5.8 7,4 + 5,82 143 +1,6
1,56 18,6 =57 14,0 £5,79 236 25
3,125 29,0 50 23,1 +5,05 39,7 +21
6,25 47,3 +4,6 52,2 +4,64 72,7 =21
12,5 585 +21 88,7 =210 92,6 0,9

Média + desvio padrdo (n=3)

Tabela 3 - Percentagem de atividade antioxidante da paepalantina dissolvida em
propilenoglicol, em diferentes concentracdes, por tempo de estocagem para ensaio
de DPPH.

Dias apds o preparo da solucéo estoque

pg/ml 0 7 14 21 28

0,39 75 +4,7 12,3 +3,7 9,3 +2,3 | 10,2 +4,7 11,3 +2,3
0,78 154 +2,7 16,3 +3,5 | 12,3 +4,5 | 154 2,7 14,2 +1,7
1,56 21,3 +3,0 20,6 +4,6 | 14,6 4,2 | 21,5 +3,9 17,5 +2.,8
3,12 34,0 £4,8 29,0 +4,5 | 25,0 £3,7 | 32,2 +2,6 30,5 +3,6
6,25 50,2 +4,3 | 47,9 +3,9 | 44,1 £4,2 | 49,2 +3,2 48,3 +3,5

Média + desvio padréo (n=3).

Tabela 4 - Resultado de atividade antioxidante para o teste de DPPH para a
paepalantina dissolvida em DMSO em diferentes concentracdes e em diferentes dias
apos o preparo da solugéo estoque.

Dias apd6s o preparo da solucéo estoque

pg/mi 0 7 14 21 28

0,39 56 3,5 2,8 2,3 6,8 £2,7 4,7 4,7 4,2 +2.3
0,78 8,9 2,5 9,9 £3,5 11,3 £2,9 6,3 +2,7 6,9 +1,7
1,56 13,6 +4,7 | 16,3 4,6 16,7 +3,5| 15,6 £+3,9 | 16,3 2,8
3,12 20,6 +3,8 | 25,6 3,7 | 245 £3,7 | 25,6 +2,6 | 21,3 £3,6
6,25 51,6 +2,9 | 49,9 +26 | 48,9 #2,6 | 554 +3,2 | 54,3 £35

Média + desvio padréo (n=3).



Tabela 5 - Atividade Antioxidante da paepalantina em diferentes solventes e trolox
para o radical ABTS expressos em porcentagem de inibicéo (%)

Paepalantinaem | Paepalantina

Concentracao | Propilenoglicol em DMSO TROLOX®
[ug/ml] % de inibicao % de inibicao % de inibicéo

0,39 142  +4.3 6,6 52 83 1,3

0,78 23,3 6,8 10,4 15,7 17,2 +1,6

1,56 39,4 6,9 20,7 16,2 34,1 1,7

3,12 81,4 54 447 13,9 68,2 2,2

6,25 99,3 +39 76,9 4.6 99,7 0,5
12,5 99,1 1,3 99,3 1,2 99,9 0,01

Média + desvio padréo

Tabela 6 - Atividade Antioxidante frente o radical superoxido para a paepalantina em
diferentes solventes e trolox expresso em % de inibicao.

Paepalantinaem | Paepalantina
Concentracao | Propilenoglicol em DMSO TROLOX®
[ng/ml] % de inibicao % de inibicao % de inibicao

3,12 1,3 10,2 0,6 10,5 17,9 2.3

6,25 2,6 +0,4 3.1 +0,5 19,1 39

12,5 15,1 +1,9 9,9 13,6 253 45

25 28,8 +1,8 26,6 1.3 32,1 4.2

50 49,6 13,3 58,5 155 38,6 1,2

100 81,4 +4.9 77,2 4.8 51,8 +2,6

Média + desvio padréo

Tabela 7 - Percentual de TNB ndo oxidado pelo HOCI na presenca de diferentes
concentracdes de paepalantina em diferentes solventes e trolox.

Paepalantina em | Paepalantina
Concentracao | Propilenoglicol em DMSO TROLOX®
[Mg/ml] % de inibicao % de inibicdo | % de inibicdo
3,12 2,8 0,1 38,6 +0,7 25,3 1,2
6,25 18,4 +0,8 39,5 +0,2 26,9 +1,5
12,5 22,7 0,4 45,4 0,2 28,6 1,5
25 25,1 +0,5 44,6 +0,3 35,8 +1,1
50 37,9 +1,8 47,9 +0,6 38,6 +0,9
100 71,7 +0,6 58,3 +0,3 53,5 +0,6

Média + desvio padrédo



Tabela 8 - Porcentagem de inibicdo de diferentes concentracdes de paepalantina em

propilenoglicol e DMSO e o Trolox frente ao peroxido de hidrogénio.

Paepalantinaem | Paepalantina
Concentracao | Propilenoglicol em DMSO TROLOX®

[ng/ml] % de inibicao % de inibicao % de inibicéo
3,13 11,8 13,1 9,3 12,1 0,7 10,8

6,25 149  +2)7 17,8 2,7 0,2 +0,6

12,5 16,7 13,6 205 2,1 1,1 1,4

25 28,1 +31 27,6 2.3 7,1 16,7

50 335 #1,3 36,9 #4,3 43,3 24

100 43,7 6,9 458 £2,9 76,8 13,8

Média + desvio padrdo (n=3)

Tabela 9 - Efeito da paepalantina em propilenoglicol e DMSO no crescimento de H.

pylori expressos em porcentagem de crescimento.

Paepalantina em

Paepalantina em

Concentracdo | Propilenoglicol DMSO
[ng/ml] % de crescimento | % de crescimento

4 68,1 24 72,1 %19

8 58,8 4,5 64,3 13,2
16 53,8 0,9 53,9 1,6
32 39,1 0,5 36,9 1,1
64 16,9 1,1 155 1.1
128 1,8 +0,3 2,3 10,8

Média + desvio padréo (n=3)

Tabela 10 - Atividade anti- H. pylori para solventes expressos em porcentagem de

crescimento.

Concentracao | Propilenoglicol DMSO

% viv % de crescimento | % de crescimento

1,06 91,6 4,1 99,1 13,6

3,12 93,4 7,4 91,1 9,9

6,25 100 12,1 75,7 12,9

12,5 95,3 +3,8 70,1 3,4
25 8,4 15,8 30,5 +11,8
50 7,5 13,4 17,7 +3,4

Média + desvio padrdo (n=3)



Tabela 11 - Porcentagem de crescimento de H. pylori para paepalantina dissolvida
em propilenoglicol por dias de estocagem das solucdes.

Paepalantina em propilenoglicol
0 7 21 28

% de % de % de % de
pug/ml | crescimento | crescimento | crescimento | crescimento

4 72,4 6,1 652 +41| 685 +65| 66,5 2,8
8 679 51| 56,8 51| 53,5 1,1 | 57,2 +11
16 94,2 29| 554 21| 525 +51| 53,4 158
32 388 +1,2| 388 +12| 40,1 41| 386 21
64 18,5 *2,9| 151 +4,7| 16,6 6,6 | 17,7 2,2
128 24 31| 19 33 11 19| 1,8 16

Média + desvio padréo (n=3)

Tabela 12 - Porcentagem de crescimento de H. pylori para paepalantina dissolvida
em DMSO para cada dia ap6s o preparo da solucdo estoque.
Paepalantina em DMSO

0 7 21 28

Mg/ml | Média d.p. | Média d.p. | Média d.p. | Média d.p.
4 753 +3,7| 69,3 +29| 71,3 7,2| 72,1 2,7
8 69,5 +2,2| 60,4 49| 61,8 32| 654 4,1
16 554 22| 514 +7,6| 55,7 +2,3| 53,1 2,7
32 348 +4,2| 36,9 36| 389 +4,1| 37,1 4.4
64 134 59| 16,1 35| 159 54| 16,7 4,4
128 1,7 56| 19 +33| 19 06| 39 31

Média + desvio padréo (n=3)

Tabela 13 — Resumo de valores de porcentagem de solvente que € carreado em
cada ensaio de atividade antioxidante considerando solucdo estoque a 10 mg/ml.

Paepalantina % de solvente no volume de amostra
pg/mi DPPH ABTS NBT TNB Peroxidase NO
100 3 3 3 16 2 16
50 15 15 15 8 1 8
25 0,75 0,75 0,75 4 0,5 4
12,5 0,38 0,38 0,38 2 0,25 2
6,25 0,19 0,19 0,19 1 0,125 1

3,13 0,09 0,09 0,09 0,5 0,016 0,5




Tabela 14 — Porcentagem de solvente carrado nos ensaios de cultura de H. pylori
para diferentes concentracdes de paepalantina preparadas a partir de solucdes
estoque em propilenoglicol a 10mg/ml e DMSO a 40mg/ml.

[Paepalantina]

% de solvente no ensaio de H pylori

pg/ml Propilenoglicol DMSO
Limite maximo 12,5 3,12
1024 10,2 2,55
512 51 1,27
256 2,55 0,63
128 1,25 0,31
64 0,63 0,15
32 0,31 0,079
16 0,15 0,039
8 0,077 0,019
4 0,038 0,0098

Tabela 15 - Resumo dos valores de CE50 que foram possiveis de ser calculados

para paepalantina em diferentes solventes e trolox.

Radical Livre CE50
Paepalantina em Paepalantina
Propilenoglicol em DMSO Trolox
DPPH 54 1,1 6,2 0,8 52 19
ABTS 24 +1.6 3,3 2 1,6 19
NO 37,5 £3,5 40,1 4,4 35,2 +3,7

Média + desvio padréo (n=3)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Articte history: Coumarins are phenolic compounds and have various biological properties, including antioxidant activ-
Received 30 May 2015 ity. The isocoumarin paepalantine, isolated from of Paepalanthus b lioides Silveira, Eriocaulaceae,
Accepted 13 July 2015 exhibits a wide range of biological activities, including antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant

Avallable online 1 August 2015 and cytotoxic properties. Studies on paepalantine often use dimethylsulfoxide as a solvent. However the

dimethylsulfoxide interferes with antimicrobial, cytotoxic and antioxidant assays. Thus, this study aims
Keywords: to evaluate alternative solvents for paepalantine and evaluate their potential to interfere with antioxidant

::'m:;lr:e assays (ABTS*", 0,*~, HOCI). Of the selected solvents, propylene glycol had good solubility and remained
n:z)mmlan' i stable throughout the study period. The results suggested that there is no interference from propylene

glycol in antioxidant assays, while dimethylsulfoxide significantly interfered with the HOCI assay. The
antioxidant assays sh d that paepalantine demonstrated similar or even better antioxidant activity
than Trolox. Thus, propylene glycol may be the solvent of choice for paepalantine, a compound that has
significant biological potential.
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